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B. Changes in the rate of epinephrine output caused by sensory stimulation. 
1, Experiments on cats. 
2. Experiments on normal dogs. 
3. Experiments on de-afferented dogs. 
C. On the epinephrine content in the suprarenals. 


IV. Summary. 





I. IytTRopvctIion. 


Kodama was able to obtain evidence of an increased output of 
epinephrine from the suprarenals by sensory stimuli, the cava pocket and 


the rabbit intestine segment method being employed.” In certain an- 


1) Sakuji Kodama, Tohoku J. Exp. Med., 1923 (-4), 4, 166. 
2) Sakuji Kodama, Ibid., 192(3-)4, 4, 465. 
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aesthetized cats and dogs some negative cases were observed, but in every 
de-afferented dog sensory stimuli called forth an augmentation of epineph- 
rine output. In other papers of his an inhibiting influence of anaesthesia, 
such as ether or chloroform, upon the epinephrine output has been de- 
scribed.’ *” 

At that time we looked forward® that the Cleveland physiologists 
would repeat their earlier experiments on sensory stimulation, for they 
were made in the very beginning of their studies with the cava pocket 
method, and indeed the data betrayed a shortcoming in their technique, 
when compared with the later publications, so that many minuies were 
required for the collection of a few cubic centimeters of blood from the 
pocket. 

Our expectation was realized. Their new results, however, agreed 
with their previous ones, and really opposite to those from our Labora- 
tory.” 

Now, it is our turn to re-investigate this problem. 

The investigation of this discrepancy between the experimental re- 
sults obtained by Stewart and Rogoff and those obtained by Kodama 
formed the starting point of the experiments with which this paper deals. 


Since Dr K odama left for Europe in March 1924, this investigation was undertaken 
by us. At that time we were engaged with studies on the influence of drugs, as nicotine,* 
strychnine, etc.” upon the epinephrine output, and on the comparison of the internal assay 


and the external assay of the cava pocket blood. 


On the whole we are able to confirm the previous papers issued from 
our Laboratory, and to give, we believe, a suggestion of the main factor of 
the failure of the Cleveland physiologists in obtaining evidence of any in- 


creased output by sensory stimulation. 


3aschmakoff observed an increased epinephrine output by sciatic stimulation, using 

. / . . . . 4 
the denervated salivary gland (atropinized or after stimulation of the chorda) of cats as an 
indicator. He also detected an increase of epinephrine content of the suprarenal vein blood 


3) Sakuji Kodama, Tohoku J. Exp. Med., 192(3-4), 4, 601. 

4) Sakuji Kodama, Ibid., 1924, 5, 149 & 157. 

5) Sakuji Kodama, J. Biophysics, 1924, 1, 79. 

6) Sakuji Kodama, (1), 170. 

7) G.N. Stewart and J. M. Rogoff, Am. J. Physiol., 1924, 69, 605. 

8) Tadashi Sugawara, Tohoku J. Exp. Med., 1925, 6, 430. 

9) Tadashi Sugawara, ($-tetrahydronaphthylamin), Masa. Watanabé (strych- 
nine, coffeine and diuretine), presented before the III. meeting of Jap. Physiol. Soc. in 
Sendai, July 1924 (J. Biophyics, 1925, 1, LXxI-LXxI.) 

10) Tadashi Sugawara, will be reported in this Journal. 
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of cats after sciatic stimulation." In the same year T ournade, with his co-workers, noted 
an augmenting effect of stimulation of the afferent vagus of the dog upon the epinephrine 
output, the suprareno-jugularis-anastomosis method being employed.) Houssay then 
came to the same conclusion with Tournade. A somewhat similar method was applied. 
Stimulation of the sciatic yielded a negative result. 

Anrep with Daly proved clearly the invalidity of some of the objections of the 
Cleveland physiologists to the interpretation, made by most of the investigators, of the ex- 
perimental results obtained by means of the denervated organs. 


II. Mertruops EMPLOYED IN THE PRESENT INVESTIGATIONS. 


19 dogs and 32 cats were experimented on. The cats were narcotised 
by means of ether or urethane. For dogs ether only was used. Ether 
was given by tracheal cannula connected with the Woulff’s flask con- 
taining ether. The degree of anaesthesia was varied at will, by means of 
a clip for the opening of a short rubber tube attached to the free air end 
of the tracheal cannula. Urethane was given stomachically in a dose of 
1.3-1.5 grms. per kilo of body weight. 

It will be understood that the methods and procedures in the present 
investigations were those previously described in the papers of Kodama,” 
unless otherwise mentioned. 

The ligation of the coeliac and the mesenteric arteries increases the 
blood flow through the suprarenals. So in the case of the cats these were 
ligated in the majority of cases, while in the dogs they were left without 
being tied up. 

For the collection of the blood specimens from the cava pocket we used 
only one cannula throughout the whole course of experiment. We never 
inserted a fresh cannula. Stewart and Rogoff changed the cannula be- 
fore each series of stimulation experiments. Instead of inserting a fresh 
one we cleaned the cannula used in the preceding series of experiments. 
That is, immediately after the last blood sample in each series of experiments 
was collected, the open end of the cava pocket, in which the cannula was 


inserted, was pinched by means of a small artery forceps, the heart end 


of the cava pocket was allowed to open and then the cannula was cleaned. 


While the collection of cava blood samples was going on, in most of our ex- 





7 


11) W.J. Baschmakoff, Pfliiger’s Arch., 1923, 200, 377. ) 
12) A. Tournade, M. Chabrol and S. Taditch, C, R) Soc. Biol., 1923, 89, 879 
& 881, nF 
13) B. A. Houssay and E. A. Moline]li, Ibid., 1924, 91, 1056." 
14) G. V. Anrep and I. de B. Daly, Proc. Roy. Soc. B., 1925, 97, 450. 
15) Sakuji Kodama, (1) 183-192, (2) 466 ff., (3) 603. t . 
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periments and in all those of Kodama, the animal table was somewhat 
tilted, so that the lower part of the animal’s body became a little lower 
than the upper portion, in order to collect the blood from the cava pocket 
with ease. The inclination of the table was taken, as a rule, as about 30°. 
Between two sets of actual experiments the animal table was brought 
horizontal, and the lints and towels covering the abdominal viscera were 
replaced by new ones freshly soaked in warm saline fluid. These pro- 
cedures sometimes recover the outflow of blood from the cava pocket, 
which often tends to diminish towards the end of a long series of collec- 
tions. 

The experiment in the next series was started by tilting the table in 
the manner described above. The upper path of the cava pocket was 
checked and the small artery forceps on the free end of the pocket was 
quickly removed. A certain volume of blood, exceeding the dead space of 
the pocket, was then collected and discarded. This blood sample was not 
numbered in the present investigations, contrary to the practice of Koda- 
ma. In the sensory experiments on the anaesthetized animals of Koda- 
ma all the blood samples in every animal (except one) were continuously 
collected, while in the sensory experiments on the de-afferented dogs he per- 
formed the experiments in two sections. When a great many samples are 
collected without intermission the assistant for defibrination must work very 
cleverly. Kodama often had two assistants for this manipulation. But, 
when a very great number of samples is to be collected, as in the semsory 
experiments on the de-afferented dogs, it seems to be more suitable to collect 
them in two or more sections. In the majority of cases in his asphyxia 
researches two sets of experiments were carried out on each animal, i.e. as- 
phyxia experiment under ether narcosis and that after its discontinuance. 
Sc )y 
circulation, and at the end of each set of experiments the cannula was clean- 


in the interval the blood from the suprarenals entered into the general 


ed. In the other sets of the papers, where the effect of anaesthesia upon the 
epinephrine output was noted, the whole experiments consisted of some sets 
of experiments. At the end of each set the cannular end of the cava pocket 
was checked, soon the other end was freed, and the cannula was cleaned. 
The first sample of each set, which was numbered by Kodama, was 
discarded, i.e. not determined for the epinephrine content, as may be readily 
seen from the examples and tables in his papers. In these papers, however, 
he omitted to write “ the cannula cleaned ” in the examples and tables. 
So, his “ the cannula cleaned ” corresponds to “ inserted a fresh can- 


nula into cava” in the Cushing Laboratory. We are of opinion that the 
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employment of only one cannula in the whole course of experiments is by 
no means an inadequate procedure. In the present investigations, the ni- 
cotine experiments and numerous other experiments we adhered to his pro- 
cedure and moreover are still doing so. In the case of cats, we have met 
with the clotting of blood, though really only seldom. The clotting of 
blood in the cannula in the case of dogs occurred very seldom. The 
blood of a non-anaesthetized animal clots far more slowly in comparison with 
that of an anaesthetized. The phrase “the cannula cleaned” is to be 
frequently found in his paper on de-afferented dogs, but very seldom in pa- 
pers on anaesthetized animals. 

Furthermore we have come across changes in the blood pressure and 
in the denervated pupil following manipulation of removing the old cannula 
and inserting a fresh one in some experiments. The experiments may be, 
however, too few in number for us to say that the fresh cannula procedure 
is fraught with disadvantages. If one were to master this fresh cannula 


procedure, this blood pressure change as well as paradoxical pupil dilala- 


tion might be get rid of. 

If the phrase “cannula cleaned” misleads Prof. Stewart and his co- 
worker to say “All his blood specimens were drawn off through one cannula, 
which often got clogged and was cleaned out from time to time,” we are sorry. 

But “which often got clogged” was not the fact, and only their infer- 
ence. “from time to time”? must be merely a slip of the pen. 

In addition some words may be said about one experiment of Kod a- 
ma((2) p. 484, No. 1) quoted below these phrases of Stewart and Rogoff. 
If one reads only their argument without looking at p. 484 of Kodama, 
one will be misled. But, from the data given by Kodama, it is quite 
clear that the increase of blood flow was evoked indubitably by stimulation 
of the median nerve. The times of the increased flow quite agree with those 
of stimulation. In their quotation this fact (timely relation) was not men- 
tioned. That a repetition of such a remarkable variation in flow in quite 
a short time can be accounted for by clotting of blood is not conceivable. 

They further said, that the concentrations given are practically the 
same for the 7 specimens. By way of precaution, it may be added here, 
that such a difference in the epinephrine concentrations as 0.00048 mgrm. 
in 1 c.c. blood and 0,0006 mgrm. in 1 c.c. can be detected with reliability by 
means of a sensible rabbit intestine segment. The writers who would practi- 
cally neglect such a difference are making the deduction of the concentrat- 
ion of a cava blood sample as 1: 6,500,000 from comparison with the curve 
of adrenaline blood 1 : 6,400,000 or as 1:13,000,000 because the specimen 
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was not very different from or weaker than 1 : 12,800,000. Such an esti- 
mation is too arbitrary, but their eagerness not to neglect even a small differ- 


ence is admirable. 


Some remarks on the rabbit intestine strip method 
practised in our Laboratory 


The Cleveland physiologists are claiming that the estimation of epi- 
nephrine concentration by means of the intestine segment method was not 
properly employed by Kodama. But, their criticisms missed the mark 
and our method is, we believe, quite correct in every particular. In order 
to show this, we feel obliged to present a full account thereof. 

The arrangement for estimation of concentration of epinephrine in 
blocd, employed in our Laboratory, is shown diagrammatically in Fig. 1. 
Its outline and especially the chief parts have been already illustrated in 
the paper of Kodama ((1) p. 189). 

Of the intestine chamber (1), the capacity for intestine strip and the 
fluid (i.e. the space from the bottom to the upper side tube (5)) is 3 c.c. 
The total quantity of fluid introduced by each action into the chamber is 
2.5 c.c. (0.5 ¢.c. cava pocket blood + 2.0 c.c. Ty rode’s solution or 0.5 e.c. 
indifferent blood + (2.0 -2 a) e.c. Tyrode’s solution + a c.c. double 
Tyrode’s fluid + ac.c. adrenaline chloride solution ; see Kodama (1), 
p. 190), and the volume of the intestine strip of about 1.5 cms. in ‘length 
is about 0.5 c.c. From the small intestine lying in the cold Tyrode’s 
solution we cut off a piece 1.5 ems. long, as a rule. The glass tube with a 
short bent needle attached at the taper end, which serves to fix the intes- 
tine strip, was measured approximately as 0.1 c.c. for the part immersed in 
the fluid in the chamber. 

The displacement of fluids in the intestine chamber was carried out in 
the manner described in the first paper of Kodama. To describe it more 
minutely, one tracing is accomplished in following manner: ‘The intestine 
strip is rhythmically beating in the intestine chamber filled with Ty rode’s 
fluid to the height of the upper side tube of the chamber. By the first 
procedure Ty rode’s solution is replaced by Ty rode’s solution containing 
atropine, by the second action the latter is replaced by the indifferent blood 
solution, and by the third the indifferent blood solution by the cava pocket 
blood solution or the adrenaline solution. The replacements are made 
by introducing new solution through (2) and lower side tube to the intestine 
chamber (3) into the intestine chamber (1), and consequently causing the 
outflow of the old one by way of the higher side tube of the chamber (5). 
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Fig. 1. Arrangement for estimating concentration of epinephrine in blood. 


(1) Chamber for intestine strip. (2) Side tube with funnel for pouring in T yrode’s 
solution containing atropine, indifferent blood solution, adrenaline blood solution and cava 
pocket blood solution. (3) Lower side tube of intestine chamber, common path for the 
fluids from (2) and (4). (4) Side tube as path of Tyrode’s solution. (5) Upper side tube 
of intestine chamber, through which the old fluid is expelled when new one is poured into 
the chamber. (6) Bottom tube, through which old fluid runs out, when one tracing is 
accomplished. (7) Glas pan for waste fluids. (8), (9) Warming bottles for Tyrode’s 
solution. (10) Thermometer. (11) Reservoir of Tyrode’ssolution. (12) Small bottle for 
double Tyrode. (13) Large bottle for Tyrode’s solution. (14) Small bottle for preparing 
indifferent blood solution. (15) Small coloured bottles for preparing adrenaline blood 
solution and cava pocket blood solution (usually 3 bottles are used). (16) Small bottle for 
preparing Tyrode containing atropine by mixing atropine-Tyrode with Tyrode. (17) 
Large cylinder for pipettes provided with spoit. (18) Recording lever. (19) Holder of re- 
cording arrangement. (20) Holder for glass tubing with small bent needle fixing lower end 
of intestine piece. (21) Thermoregulator of Ostwald’s type containing toluol. (22 
Stirring apparatus. (22/) Thread from pulley of stirring apparatus to water turbine. (23) 
Gas burner. (24) Water bath. 
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The first tracing having been now accomplished, then it must be arranged 
for the next tracing. As the fourth step the pocket specimen solution or 
adrenaline blood solution is now drawn off from the intestine chamber by 

the way of the vertical tube (6) at 
. the bottom of the chamber, and 
the old coloured fluid completely 





washed out by letting in Ty rode’s 
2 fluid through (4) and (3) into the 
chamber. Then the strip is 











surrounded again by pure Ty ro- 
5 de’s solution. 

In bringing Tyrode’s fluid 
with atropine and blood solutions 








N 
wr 
v 


into the chamber through (2) by 
7 means of a pipette, care is taken 
to begin it simultaneously with the 
start of relaxation or contraction 
of the intestine piece, and finish at 
the same time with the end of that 














6 movement, and with as uniform a 


velocity as possible. 


‘ig. 2. Intestine strip ec rT. ah ° 
Pig (ital That the most important and 


(25) Intestine strip. Other letterings ve oi ie > a 
iis, &. necessary point in the technique 1s 
the constancy of the time relation 
of washing the strip with Tyrode’s fluid, atropinizing, replacement by 
the indifferent blood solution and by the adrenaline blood or the cava 
pocket blood solution, is as has already been pointed out in a previous 
paper (Kodama (3), p. 603), 

For one tracing about 4-6 minutes are needed (8}—4—4} minutes 
for the recording, and }—1 minute for the washing). 

For assay of one cava pocket specimen, thirty to forty minutes are 
required on an average, and sometimes one hour or more. So, for ten or 
more specimens about six to ten hours or more were needed. Usually we 
began the assays at 2-3 o’clock in the afternoon, so we were not seldom able 
to finish the assays at 2-3 o’clock the next morning. So it was in the 
cases of Dr Kodama. In reality he took somewhat more time than we did. 
When a strip was proved not regularly beating in spite of atropine train- 
ing, he cut off new intestine strips from the same rabbit, and did not hurry 
to sacrifice a new rabbit. Indeed, he added by the way of passing in the 
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first paper of this series ((1), p. 186), that his estimation of the blood sam- 
ples not seldom exceeded ten hours. 

In the present investigations the assay of all the pocket samples in one 
experiment was carried out by only one of us. When we started this work, 
Sugawara was experimenting on cats for the study of the effect of nico- 
tine upon the epinephrine output and for the comparison of the internal and 
external assay, and W atanabé was experimenting on dogs in order to see 
the eftect of strychnine upon the epinephrine output. 

So, in the beginning of the present investigations Sugawara 
was the chief operator of the cava pocket preparation on cats, and Wa- 
tanabé in the cases of dogs ; and the others were assistants. But, later 
Sugawara became the chief operator on dogs, and Watanabé on cats. 
Whipping the blood was chiefly done by other assistants. And the 
assay of all the blood samples in one experiment was carried out by only 
one of us that is by the chief operator of the cava-pocket preparation 
itself, except only the samples belonging to Dog 5 on p. 30-31. 

We have always been able to assay blood samples accurately to a degree 
as given in the three examples reproduced in the present paper, through 
all the assays extending for over 15-16 hours. And that the epinephrine 
content of the blood, preserved in the ice chamber, does not undergo any 
diminution within such a length of time, has been already stated in the 
paper of Kodama ((1) p. 186), and also by the Cleveland physiologists.” 
This fact was also confirmed by our own experiments. 

At the stimulation-experiments Kodama was supported by three or 
four assistants, as stated in his paper ((1), p. 184), and Professor Sataké 
was usually one of them; but the assay of all the pocket specimens was per- 
formed by Kodama himself alone. 

We believe the following criticism of the Cleveland physiologists is 
untrustworthy : ‘‘ Another point is worthy of attention; it isa great mistake 
to collect and to attempt the assay of a large number of blood samples 
in any one experiment. Unless, indeed, the investigator has enough com- 
petent assistance to enable him to run the assay simultaneously on two 
segments, testing a certain number of the specimens on each, it is im- 
possible to make enough observations to assay properly 16 or 17 specimens, 
as a recent writer (Kodama) alleges that he did habitually.” ((7) p. 
606.) In this quotation (Kodama) is inserted instead of (6) in the 
original. (The largest number of specimens assayed by Kodama was 


16) G.N. Stewart and J. M. Rogoff, Am. J. Physiol., 1923, 66, 249 ff. 
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15. Asa matter of course, whether it was 15 or 16 or 17 is not a matter 
of importance). 

Judging from the curves and the descriptions of the assays given in 
their papers, the length of time consumed for one tracing and the number 
of tracings for one blood specimen are not so different from those in our 
Laboratory, or rather in the Cushing Laboratory the latter is sometimes 
far less than in our Laboratory. 

The manipulations for the changing of the content of the intestine 
chamber in our Laboratory are seemingly somewhat simpler than those in 
the Cushing Laboratoy, where the contents of the chamber were changed 
by displacement from below up, the new liquid being run in gently from a 
pipette drawn out to a fine point, and the old liquid overflowing into the 
bath, the pointed end of the pipette being bent at about a right angle so that 
it may be easily introduced to the bottom of the cylinder without disturb- 
ing the preparation.’” 

The displacement of the Tyrode’s solution by the indifferent blood 
solution occurs seemingly quite perfect, the specific gravity of the former be- 
ing smaller. In order to know whether the replacemenent of the indifferent 
blood solution by the adrenaline or pocket blood solution in the above de- 
scribed procedures is practically perfect or not, the “ drawn off” method 
was several times tried and compared with the results given by the ordinary 
one fully illustrated above. By the term “drawn off” method, we de- 
signate the method, in which the indifferent blood in the intestine chamber 
is drawn off through the tube at the bottom of the chamber (6), and at the 
moment of emptying the adrenaline or cava pocket blood solution allowed 
to be run into the chamber by way of the lower side tube (i.e. through (2) and 
(3)). So the segment is suddenly exposed to air and then again suddenly im- 
mersed in another fluid. As will be seen from examination of the tracings 
reproduced in Fig, 3. practically no difference was found in the results of 
assay by the ordinary method and those made by the “drawn off” method. 
In the former method the admixture of the two blood solutions cannot be 
avoided from the theoretical point of view, but practically it seems not so 
great as to affect the assay. By these results we are able, on the other 
hand, to conclude that the “drawn off” method in our arrangement is by 
no means inferior in comparison with the ordinary method practised in our 
Laboratoy. So, not seldom the “drawn off” method has come into appli- 
cation in our Laboratory. In cases of relatively insensitive intestine strips 

17) G.N. Stewart and J. M. Rogoff, Am. J. Physiol., 1917, 44, 573. Also see, 
G. N. Stewart, Endocrinology and Metabolism Vol. 2, 1922 N.Y. & Lond., 129-130. 
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or of blood samples with low concentration of epinephrine it was sometimes 
applied, yielding the same results as the usual method. Example I of the 
nicotine experiments (p. 437 ff.) affords one example thereof. 





Fig. 3.*§ Intestine tracings. At the mark “x” T yrode’s solution was replaced by 
indifferent blood solution. At 16, 17,18 and 19 adrenaline blood solution which contained 
0.0025 mgrm., 0.003 mgrm., 0.003 mgrm. and 0.0025 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. 


of indifferent blood were respectively applied. All the blood solutions were prepared by 
diluting with 4 volumes of T yrode’s solution. Displacement of adrenaline blood solution 
at 16 and 17 was carried out by our ordinary method, and at 18 and 19 by “ drawn off” 
method. 

* See the foot note on p. 34. 


In the hands of the Cleveland physiologists, the procedure with some- 
what the same purpose apparently did not give so satisfactory results.” 
According to their tracings (Fig. 17), the time elapsing between the re- 
moval of the old fluid and the introduction of the new was very long. In 
ours these procedures were -performed exactly within one contraction or 
relaxation of the intestine strip. 





At the beginning of his work, Kodama sent oxygen gas into the in- 
testine chamber ; but before long this procedure was discarded, in our La- 


cimibink wae 


boratory, in the cases of estimation of epinephrine in the blood since no 
special advantages were recognized. 

The rabbit intestine strips: ‘The rabbit was killed by a blow on the 
neck or bleeding. About 15 cms. length of intestine above and below the 





‘ pancreatic duct was excised. This 30 cms. length of intestine was placed 
in cold Tyrode’s solution. Before use a piece 1.5-2 cms., usually 1.5 cms. 

long was cut off from the length of the small intestine and laid in the cold 
Tyrode. At the time of Kodama’s experiments and at the beginning of 
; ours on nicotine, strychnine, ete. the intestinal part, from which the pieces 





were cut off, was not so restricted as now. The above mentioned intestine 
part usually affords a better preparation than the other portions. 





§ All the intestine tracings in the present paper are reduced to the half. 
18) G.N. Stewart and J. M. Rogoff, (17), 573-574 & 577-578 and Fig. 17 on p. 
579. 
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The intestine strip was then first immersed in warm Tyrode’s fluid, 
and mucus and other contents of the strip were shaken off by means of a 
pincette holding one end of the strip. This process of cleaning must be 
repeated 3-5 times. 

In fixing the intestine strip by means of a serphine and a fine silk 
thread to the recording lever or by means of a pin-hook attached to the bent 
end of the glass tube fastened to the standard fixed to the wall of the water 
bath, the portion of the intestine wall attached by the free margin of the 
mesentery and the opposite portion of the loop on one end of the gut piece 
were fastend by a serphine, and the same places on the other end of the 
piece were penetrated by the pin-hook. This procedure was not previously 
known in our Laboratory. It is a very advantageous procedure, though 
seemingly trifling. 

When one segment affords no satisfactory tracings, another segment 


from one and the same rabbit behaves as a rule also unsatisfactorily. In such 





Type Ai Type Az 





Type B; Type Bz 





Type C Type D 


Fig. 4. The main types of intestine tracings. 
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a case, we sacrifice another rabbit without hesitation. Kodama first tried 
other segments of one and the same rabbit, and then another rabbit. 

Generally speaking, in the tracings with atropinized intestine strip, 
made by applying the indifferent blood solution and then the blood solution 
containig adrenaline hydrochloride or epinephrine, some types of tracings 
can be classified. The main types are presented in the figures reproduced 
above (Fig. 4.). 

In the tracings of Type A there is no increase in tone of the strip in 
the atropine-Tyrode’s solution, and in Type A, there is no incréase even 
in the indifferent blood solution, but in Type A, it increases step by step. 
In Type B the tone increases in the atropine-Tyrode’s solution, and 
also in the indifferent blood solution, but in Type B,, the tone greatly de- 
creases suddenly by replacement by the indiffernt bood solution, and then 
increases gradually again. In all types of tracings, except C (and also D), 
the tone dose not increase in the adrenaline or epinephrine blood solution, 
or increases only a little. In Type C the tone increases in the latter solut- 
ions, indeed in a somwhat or highly irregular manner. So, the strip show- 
ing the type C cannot be utilized for the assay ; but the strip can to some 
extent be improved though with difficulty, and only infrequently. There 
is another type (D) of the intestine movements, which is quite inadequate 
for the assay. It beats irregularily, and really between some movements 
of large amplitude there are’ sets of quite small movements of the lever. 
The latters are really caused by another type of intestine movements, that 
is the strip is beating, but not in the longitudinal length of the strip. Other 
types of movements (A,, A,, B, & B,) are all adequate for the assay. The 
type sometimes alters from one to another and vice versa, as: A strip 
which shows Type A, at first changes to show Type A,, and then to Type 
B, in a long series of assays ; or a strip sometimes holds its initial type of 
movements throughout the whole course of the assays. 

When an intestine piece is immersed in samples with a moderate con- 
centration of adrenaline one after another, it beats a long time with regu- 
larity. On the contrary the samples of a far lower concentration of ad- 
renaline very rapidly cause the strip to beat irregularily, and those of a 
high concentration incline to make the amplitude of intestine movements 
gradually smaller; but the assays of the blood solutions with adrenaline in 
a large amount are carried out more easily than those of a far lower con- 
centration of adrenaline. 

One sensitive, good intestine preparation is quite sufficient for assays of 
some pocket specimens, say about ten or more; but when numerous speci- 
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mens with low or high concentration, as below than 0.0001—0.0002 mgrm. in 
0.5 ¢.c. blood respectively 0.0015 mgrm. or more in 0.5 c.c. blood are to be 
estimated, more pieces of intestine are needed. Further, when the strip is 
already accustomed to the blood solution with a certain concentration of 
adrenaline and now a sample with far weaker strength of adrenaline comes 
to be estimated, a new strip must be immersed instead of the old one. 

Atropinizing of the intestine segment: Atropine was applied to every 
intestine strip ; that is, after the intestine strip chamber was entirely wash- 
ed out, it was filled with Tyrode’s fluid containing atropine. Atropine 
was so dosaged, that the intestine movements became regular. The adequate 
dosage must be determined for each intestine strip, and that dose of atropine 
must be added to the Tyrode’s fluid with accuracy throughout all the 
assays by that strip. If the dese is altered, the reaction of the strip may 
vary. On the tracings of Kodama and those of us, there were little 
variations in the amplitude and tonus of the intestine, except changes 
due to alteration of the fluids and the action of adrenaline (epinephrine), 
whereas on the curves from the Cushing Laboratory there are sometimes 
more or less remarkable fluctuations, even in the recent papers. They 
said, they did not use atropine, when the segment was acting well without 
it. In another series of experiments, we had opportunities to compare 
intestine tracings without and with atropinizing, with one and the same 
intestine strip. One example is reproduced here. 





Fig. 5.* At 29 and 31 adrenaline blood solution which contained 0.0003 mgrm. and 
0.0002 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood were respectively appli- 
ed. At 30 and 32 the specimen solution, adrenaline concentration of which was to be 
estimated was applied. At Obs. 29 and 50 strip was not atropinized, and at Obs. 31 and 32 
atropinized. 

* See the foot note on p. 34. 

The tracings without atropinizing present quite similar features to 
those from the Cushing Laboratory. How much more regular the in- 
testine movements became after atropinizing should be noted. Further, it 
may be incidentally remarked, that the whole feature of intestine tracings 
showing adrenaline inhibition differs somewhat in characteristics according 
to whether it is atropinized or not. The regular movements enable us to 
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make a comparison of the tracings with ease. As a matter of course, some 
irregularities, as in the tracings of the Cleveland physiologists, do not vitiate 
the estimate of the degree of inhibition. 

For the intestine strip Ty rode’s solution was used in our Laboratory. 
In the very beginning of Kodama’s works Ringer’s solution was em- 
ployed, but soon after it was substituted by Ty rode’s fluid. The influence 
of both kinds of fluid upon the stability of adrenaline is practically the 
same. 

The dilution of the adrenaline solution: Adrenaline hydrochloride 
(preparation (1: 1,000) of Sankyo & Co. Its concentration was deter- 
mined by a modification of the method of Folin, Cannon and Denis, by 
Kodama.) was diluted first with distilled water and made up in solutions 
varying in strength 1/40 mgrm. in 1 c.c., 1/100, 1/200, 1/500, 1/1,000, and 
1/2,000. Each solution was stored in a small coloured bottle, and kept 
on ice. The dilution was made first at the beginning of the assays. For 


this first dilution neither Ringer’s solution nor NaCl-solution was used. 
Preparation of the adrenaline blood solution and of the cava pocket blood 
solution: Now, the actual procedures will be presented more precisely, fol- 
lowing Kodama’s example ((1) p. 190). For example, in order to pre- 
pare an adrenaline blood sample (the blood is diluted to one fifth), which 


contains 0.0005 mgrm. adrenaline in 0.5 c.c. of undiluted blood (i.e 0.0002 
mgrm. adrenaline in 1 ¢.c. of diluted blood), 1 ¢.c. warmed (in the bottle 
(13) in Fig. 1.) Ty rode’s fluid was put into a small coloured bottle for 
admixture (15 in Fig 1.) floating in the water bath, then 0.5 c.c. warmed 
double Tyrode was added, and next 0.5 c.c. of indifferent blood was inserted 
in the bottle. Finally 0.5 c.c. of adrenaline solution in a strength of 1/1, 000 
mgm. in 1 ¢.c. was pipetted from the coloured bottle on ice, and added to the 
other fluids in the admixture bottle. To prepare the cava pocket blood solu- 
tion or the indifferent blood solution, 2 c.c. warmed Tyrode’s fluid was 
put into another small coloured bottle for admixture and then 0.5 c.c. cold 
cava pocket blood respectively 0.5 c.c. cold indifferent blood added. The 
admixture bottle was shaken in the water bath for about 4—6 seconds. Then 
the admixture was taken out of the bottle by means of a pipette to be ap- 
plied to the intestine strip chamber. 

Preparation of the Tyrode’s solution containing a certain amount of 
atropine: First at the beginning of the assays the atropine-T y rode’s solu- 
tion was freshly prepared as follows. Atropine was dissolved in T y rode’s 
solution in a strength of about 0.1 %. At every assay the atropine- 
Tyrode’s solution must be added to the Tyrode’s solution in order to 
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make the Tyrode’s solution containing the suitable concentration of 
atropine for that intestine strip, above mentioned. For this warmed 
Tyrode’s solution was taken in a warmed bottle floating in the water 
bath in the quantity of 2.5 c.c. minus the volume corresponding to the 
atropine-T y rade’s solution, which was to be added to it, and that definite 
quantity of the atropine-T y rode’s solution was then added. 

The coloured bottles for the cava pocket blood solution and for the ad- 
renaline blood solution must be new for each sample, as a matter of course. 
But, for the indifferent blood solution and for the Ty rode’s solution con- 
taining a certain amount (for each strip) of atropine the same bottle was 
used throughout the whole course of the assays. 

When each kind of solution for the strip was poured into the intestine 
chamber, the solution of that kind was soon prepared for the next assay, in 
order to save time. The time interval elapsing from pouring one solution 
to the next is quite sufficient for this purpose. Only adrenaline solution, 
indifferent blood, cava pocket blood and atropine-Tyrode must be put into 
the bottle immediately before its application to the intestine strip cham- 
ber. 

Now, to prepare the adrenaline blood solution, we usually added to 0.5 
c.c. indifferent blood 0.5 ¢.c. of the adrenaline solution of 1/200 mgrm. in 1 
c.c. to 0.1 ¢.c. of the solution with a strength of 1/1,000 mgrm. in 1 c.c. And 
in some experiments, as the nicotine research, 0.05 c.c. of 1/2,000 mgrm. 
solution was added to 0.5 c.c. indifferent blood. At present, in certain re- 
searches we are using for almost all of the assays 0.1 c.c. of 1/1,000 mgrm. 
in 1 ¢.c. solution to 0.05 c.c. of the solution of 1/2,000 mgrm. The concent- 
rations of the adrenaline blcod solutions thus prepared are 0.0006 mgrm. in 
1 c.c. diluted blood (ca. 1 : 1,666,000), 0.00004 mgrm. in 1 ¢.c. (1 : 25,000,- 
000), and 0.00001 mgrm. in 1 ¢.c. (1: 100,000,000). The concentrations of 
adrenaline in the diluted adrenaline blood solutions, given in recent papers 
from the Cushing Laboratory are almost 1: 6,000,000 (or 0.00017 mgrm. 
in 1 c.c. diluted adrenaline solution) to 1: 60,000,000 (0.000017 mgrm. in 1 
c.c.). Lower concentrations were reported, but very seldom. 

Therefore, the lowest concentrations of adrenaline employed for the as- 
say are practically the same in both Laboratories (Cleveland and Sendai). 
The upper limit of adrenaline concentration used for the assay by the 
Cleveland physiologists may probably be 1 : 220,000 for undiluted blood, 
that is 1 ; 880,000 (or 0,00113 mgrm. in 1 c.c.) for diluted blood solution. 
Contrary to the Cleveland physiologists, we are employing or we are able 
to employ about four and half times larger concentration than their highest 
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value ; that is, 0.5 c.c. of solution with 1/40 mgrm. adrenaline in 1 ¢.c, is 
added to 0.5 c.c. indifferent blood. Its concentration in the diluted adren- 





aline blood solution is 0.005 mgrm. in 1 c.c. (or 1 : 200,000). So, in our 





Laboratory the intestine strip can react well to a very minute concentration 
of adrenaline in blood solution as 0.00001 mgrm. in 1 ¢.c. or 1: 100,000,000 
and sometimes does not show 2 maximum inhibition even by such a high 
concentration as 0,005 mgrm. in 1 ¢.c. diluted blood solution (1 : 200,000). 


The accompanying Fig. 6 may serve as an example thereof. 












Fig. 6.* Intestine tracings. At 29, 30 and 32 adrenaline blood solutions which con- 





tained 0.005 mgrm., 0.00375 mgrm. and 0.005 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c of in- 





different blood were respectively applied. At 31 a specimen of unknown concentration. 
* See the foot note on p. 34. 






At the beginning of the assays, the intestine strip shows in general 


relatively a stronger inhibition so that some intestine strips show a ma- 
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pant: 


ximum inhibition by a certain, but not so high concentration of adrenaline, 
say 0.0002 mgrm. in 1 c.c. diluted blood solution (1:5,000,000). But, if 


the concentration of adrenaline in the blood solutions, which are applied to 


Jae 


pee 


the intestine strip, is gradually increased, that is by training, the strip is well 


Hitin 


equipped for assay of the blood solution with adrenaline of a higher con- 
centration. The maximum concentration of adrenaline in the blood solution 


Sayeed rsa: 


assayable by an intestine segment trained in such a manner is really 0,005 
mgrm. in 1 ec, (1: 200,000). If an intestine strip is trained to a certain 


> ee 


concentration of adrenaline in the blood solution, it cannot be utilized for 
the assay of the blood solution, the adrenaline concentration of which is to 


some extent inferior to it. Asa rule, therefore, the assays were started 


SuAtih i feieik ns ae tie 


with the bloods containing adrenaline of low concentration. Towards the 


end of the assays, the blood solutions with a high concentration of adren- 





: aline are to be applied. The maximum concentration of adrenaline which 
can be assayed by a strip thus trained varies with each strip. If a strip 
cannot be trained for assay of the blood solution with a certain concentra- 
3 tion of adrenaline, we must take a new strip or dilute the pocket sample. 
In our Laboratory we are accustomed to train the intestine strip for a high 
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concentration of adrenaline rather than to dilute pocket specimens. Though 
seldom we were however compelled to dilute pocket specimens, when we 
were unable to obtain a suitable strip in spite of the training or the amount 
of pocket blood sample was too small for repeated assays, as in the cases of 
cats. In the papers of Kodama, this kind of dilution was not related, for 
it is in the nature of the case, that it should be done. But this kind of 
dilution does not appear in any of the tracings reproduced in his papers. 

This “training” of the intestine strip for higher concentration is pro- 
bably not yet known in the Cushing Laboratory. Some adverse criticisms 
of Kodama from that laboratory are apparently based on ignorance of 
this characteristic of the intestine piece. 

To sum up, the lowest limit assayable by the intestine strip in our La- 
boratory is by no means inferior to that in the Cushing Laboratory, and 
the upper limit in our assays exceeds by far that in theirs. 

But, since this conclusion, on the one hand, has been reached from a 
comparison of the data in recent publications (1917-1924) from the Cush- 
ing Laboratory with the amounts of adrenaline, which we add customarily 
to the indifferent blood solution, and on the other hand the Cleveland phy- 
siologists seem to consider that the intestine segments of Kodama were 
not so sensitive as theirs, the tracings in the papers from both laboratories 
have been tried to compare each other. The tracings from the Cushing 
Laboratory have only been taken from the recent papers: “Strychnine,”™ 
“Cerebral Anaemia” and 


9921) 


“ Nicotine,” “Spontaneous Liberation, 
‘“« Afferent Nerves.”” From Kodama’s papers: “Sensory I,” “Sensory 
II,” “ Ether,” and “ Asphyxia.” Asa matter of course, the tracings in the 
diluted blood with quite or nearly the same concentration of adrenaline 
were compared with each other. In reality the tracings in the blood solu- 
tions of very low adrenaline concentration, of moderate strength and of 
very high, as 0.00002 mgrm. in 1 ¢.c. diluted blood solution (1 : 50,000,— 
000), 0.00004 mgrm. in 1 c.ec. (1:25,000,000), 0.0001 mgrm. in 1 c.c. 
(1: 10,000,000), 0.0002 mgrm. in 1 e¢.c. (1 : 5,000,000), 0.0004 mgrm. in 
1 cc. (1: 2,500,000) and about, 0.0006-0,0008 mgrm. in 1 e.c. (1:1,- 
666,000-1,250,000), were compared. 

The concentrations described below the curves from both laboratories 


are those in the undiluted bloods, and in the Cushing Laboratory the 


19) G.N. Stewart and J. M. Rogoff, J. Pharm. Exp. Ther., 1919, 13, 95. 
20) G.N. Stewart and J. M. Rogoff, Ibid., 183. 

21) G.N. Stewart and J. M. Rogoff (16), 235. 

22) J. M. Rogoff, Am. J. Physiol., 19 (23-) 24, 67, 551. 
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blood was diluted usually with 3 volumes of Ringer (In the tracings quoted 
here it was diluted with 3 volumes of Ringer, without exception.) and in 
the cases of Kodama with 4 volumes of Tyrode’s fluid. In order to 
know, therefore, the concentration of adrenaline in the diluted adrenaline 
blood fluid, directly applied to the intestine strip, the denominators in the 
papers from the Cushing Laboratory must be multiplied by 4 and the 
numbers in the papers of Kodama divided by 5. 

In the first paper of Kodama, he precisely illustrated the methods 
practised by him, which are followed by us, with a few improvements as 
a procedure of fixing of the intestine strip etc., described on the preceding 
pages. 

The dilution of the cava pocket specimen was also related and really 
as (p. 190): “the rhythmic movement in the Ringer’s solution was re- 
gistered first, then it was displaced by the indifferent blood diluted with 
Ringer’s solution (for convenience 2 c.c. Ringer’s fluid was added to 
0.5 ¢.c. blood, hence the blood was diluted to one fifth), in consequence of 
which the tonus of the intestine segment increased remarkably in most 
cases. Then next the cava pocket specimen diluted with Ringer’s solu- 
tion in exactly the same proportion was put into the chamber to replace 
the indifferent blood. The effect of the specimen on the intestine was now 
compared with those of indifferent blood containing a known quantity of 
adrenaline.” 

This dilution is again alluded to in a foot-note for the first tracings 
reproduced in that essay (p. 194). 

These statements, we are afraid, might have not improbably, been 
overlooked by the Cleveland physiologists. For example, the phrase “ on 
segments so insensitive that 1:250,000 adrenaline produces only a moderate 
effect ” ((7) p. 629) may be a mistake (a missprint or something like that), 
or an oversight of this dilution. In the papers of Kodama, there are no 
tracings corresponding to this statement, but there are a few tracings in 
which moderate inhibition was produced by the diluted blood solution 
with 0.0006-0.001 mgrm. adrenaline in 1 ¢.c, (that is 0.003-0.005 mgrm. 
adrenaline in 1 ¢.c. of undiluted blood). If this fact of dilution of five 
times as the general procedure be ignored, the intestine segments possesed 
by Kodama should be considered as very insensitive, as a matter of 
course. 

Now, let us compare the tracings from the two laboratories with each 
other ! 








T. Sugawara, M. Watanabé and 5. Saito 


(The number of observation, page and name of paper from the Cushing Laboratory 
are printed in italics.) 


0.00002 mgrm. in 1 c.c. diluted blood solution (1 : 50,000,000). 
(0.0001 mgrm. in 1 ¢.c. undiluted blood in Kodama, 1 : 12,500,000 
in undiluted blood in Stewart and Rogoff.) 


There is one tracing made by this concentration on each side. The inhibition on 
Obs. 27 p. 61 (Asphyxia) does not materially differ from that of Obs. 48 p. 618 (A fferent 
Nerves). 


0.00004 mgrm. in 1 ¢.c. diluted blood solution (1 : 25,000,000). 
(0.0002 mgrm. in 1 ¢.c. undiluted blood in Kodama, 1 : 6,250,000 
in 1 ¢.c. undiluted blood in Stewart and Rogoff.) 


There are 4 observations traced with this concentration of adrenaline on each side. 
Among the observations of Kodama (Obs. 18 & 26 p. 222 (Sensory I), Obs. 30 p. 630 and 
Obs. 51 p. 637 (Ether)) the strongest inhibition is of Obs. 18 and the weakest Obs. 30. Of 
the tracings of Stewart and Rogoff (Obs. 14 p. 554 (Cerebral Anaemia), Obs. 6 p. 607, 
Obs. 66 p. G11 and Obs. 42 p. 618 (Afferent Nerves)), the weakest Obs. 6 and the strongest in- 
hibition Obs, 66. The strongest as well as the weakest inhibition on both sides are nearly 
equal. 

0.000 1 mgrm. in 1 c.c. diluted blood solution (1 : 10,000,000). 
(0.0005 mgrm. in 1 ¢.c. undiluted blood in Kodama, 1 : 2,500,000 
in undiluted blood in Stewart and Rogoff.) 


In 10 observations of Stewart and Rogoff, belonging to this series, the inhibition of 
Obs, 22 p. 246 (Spontaneous Liberation) is the strongest, then come Obs. 13 p. 112 (Strychnine) 
and Obs. 40 p. 563 (Cerebral Anaemia), while that of Obs. 24 & 32 p. 247 (Spontaneous 
Liberation) and Obs, 26 p. G09 (Afferent Nerves) are moderate, and Obs. 20, 37 & 45 p. 244 
(Spontaneous Liberation) and Obs. 76 p. 615 (Afferent Nerves) are far weaker in inhibition. 
Of 3 tracings of Kodama, Obs. 31 p. 219 (Sensory I) and Obs. 17 p. 476 (Sensory II) in- 
dicate inhibition of about the same degree in comparison with the highest inhibition from 
the Cushing Laboratory, i. e. Obs. 22 p. 246 (Spontaneous Liberation). The inhibition of 
Obs. 7 p. 61 (Asphyxia) is the weakest of Kodama, but it is a little stronger than that 
of Stewart and Rogoff, Obs. 20 p. 244 (Spontaneous Liberation). 


0.0002 mgrm. in 1 ¢.c. diluted blood solution (1 : 5,000,000.) 
(0.001 mgrm. in 1 ¢.c. undiluted blood of Kodama, 1 : 1,250,000 in 
undiluted blood of Stewart and Rogoff. ) 


Of 12 observations of the Cleveland physiologists, lying in this class, Obs, 12 p. 247 
(Spontaneous Liberation) expresses the slightest inhibition, while Obs. 42 p. 563 (Cerebral 
Anaemia) and Obs. 26 p. 619 ( Afferent Nerves) exhibit maximum relaxation. Inhibition of 
Obs. 34 & 49 p. 555 (Cerebral Anaemia) and especially Obs. 30 p. 609 (Afferent Nerves) is 
strong. That of Obs. 76 p. 565 (Cerebral Anaemia) may be taken as moderate, while at Obs. 
28, 40 & 54 p. 250 (Spontaneous Liberation) the intestine strips were inhibited weakly. From 
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the papers of Kodama we were able to find 14 observations corresponding to this con- 
centration of adrenaline. The inhibition of 5 observations (Obs. 7 p. 197, Obs. 17 & 23 p. 
203 and Obs. 47 p. 221 (Sensory I), and Obs. 21 p. 637 (Ether)) must be looked upon as 
about the same as or a little stronger than that of Obs. 12 p. 247 (Spontaneous Liberation), 
the weakest of Stewart and Rogoff. That of 5 other observations (Obs. 36 p. 194, Obs. 
38 p. 221 (Sensory I), Obs. 25 p. 482 (Sensory IT), Obs. 18 p. 627 (Ether), and Obs. 12 p. 
55 (Asphyxia)) is nearly equivalent to that of Obs. 30 p. G09 (Afferent Nerves). The remain- 
ing 4 tracings (Obs. 18 p. 209, Obs. 11 p. 218, Obs. 39 p. 219 and Obs. 40 p. 219 (Sensory I)) 
show inhibition of about the same scale with that of Obs. 26 p. 619 (Afferent Nerves) nearly 
highest inhibition of Stewart and Rogoff. Some of them may be taken as a little in- 
ferior to Obs. 26. The tracing with the maximum relaxation as of Obs. 42 (Cerebral Anaemia) 
was not found in the papers of K odama. 


0.0004 mgrm. in 1 c.c. diluted blood solution (1 : 2,500,000). 
(0.002 mgrm. in 1 ¢.c. undiluted blood of Kodama, 1 : 625,000 in 
undiluted blood of Stewart and Rogoff.) 


Of 3 tracings in this concentration of adrenaline from the Cushing Laboratory, Obs. 
32 p. 609 (Afferent Nerves) has the strongest inhibition, Obs, 30 p. 198 (Nicotine) showing 
the weakest and Obs. 70 p. 565 (Cerebral Anaemia) the moderate. Of 10 curves of K oda- 
ma, the reaction of Obs. 23 p. 214 (Sensory I) is approximately equivalent to that of the 
weakest of Stewart and Rogoff, and that of Obs. 5 p. 197 (Sensory I) differs but little 
from the moderate one from the Cushing Laboratory. Obs. 30 p. 613, Obs. 10 p. 630 & 
Obs. 35 p. 631 (Ether) exhibit somewhat the same degree of inhibition with that of Obs. 32 
from the paper of Stewart and Rogoff, the strongest in inhibition. The inhibition of 
Obs. 14 (0.00138 mgrm. in 1 ¢.c. undiluted blood = 0.00027 mgrm. in diluted blood solution) 
& 16 (0.0022 mgrm. in 1 c.c. undiluted blood i. e. 0.00044 mgrm. in diluted blood fluid). p. 
59 (Asphyxia) clearly exceeds the greatest of Stewart and Rogoff. Further, 3 remain- 
ing observations (Obs. 11 p. 476 (Sensory II), Obs. 20 & 23 p. 627 (Ether), indicate a far 
superior inhibition than the latter. 


0.0006-0.0008 mgrm. in diluted blood solution (1 : 1,667,000- 
1,250,000.) 
(0.003-0.004 mgrm. in undiluted blood of Kodama, 1 : 417,000- 
312,000 in undiluted blood of Stewart and Rogoff.) 


For this series only one tracing was found in the publications of Stewart and 
Rogoff. It is Obs. 36 p. 198 (Nicotine). The concentration of adrenaline in the undilut- 
ed blood was 1 : 330,000; so that it was diluted to 1 : 1,320,000 i. e. 0.00076 mgrm. in 1 cc. 
diluted blood solution. Since tracings in exactly the same concentration of adrenaline as 
this were not founded in Kodama’s papers, the curves under adrenaline blood solution 
with somewhat similar concentration were sought for. Of 5 tracings thus chosen, Obs. 17 
p. 198 (Sensory I) (0.0048 mgrm. in undiluted blood = 0.00096 mgrm. in diluted blood) shows 
a little inferior or an equal inhibition to Obs. 36 of Stewart and Rogoff, but Obs. 22 p. 
200 (Sensory 1) and Obs. 15 p. 635 (Ether) indicate a little stronger inhibition, and further 
the remaining two observations (Obs. 22 p. 482 (Sensory II) and Obs. 47 p. 59 (Asphyxia)) 
show a decidedly vigorous reaction. The concentration of adrenaline for the former two 
tracings was 0.00064 mgrm. in 1 ¢.c. diluted blood solution respectively 0.0008 mgrm., and 
for the latters 0.0006 mgrm. in 1 c.c. uniformly. 
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Thus, generally speaking, between the tracings from the two labo- 
ratories no difference is to be found in relation to the degree of inhibition 
of the intestine strips evoked by various strengths of adrenaline. This 
conclusion is now drawn from the comparison of a relatively large number 
of tracings. For such a comparison a large number of data are needed, 
else an error in judgement may enter. The sensibility of the rabbit intes- 
tine strip to adrenaline largely varies not only with strips from different 
individuals, but with different strips from one and the same rabbit. 
Moreover, it varies with the course of assays, that is it decreases gradually, 
and it has a characteristic of adapting itself to a higher concentration of 
adrenaline, as above mentioned. These facts can be easily detected also in 
the tracings from the Cushing Laboratory. For instance, among the 
tracings prepared in the diluted blood solution with 0.0002 mgrm. in 1 ¢.c. 
(1 : 1,250,000 adrenaline in undiluted blood of Stewart and Rogoff) 
two strips (Obs. 42 p. 563 (Cerebral Anaemia) and Obs. 26 p. 619 (Afferent 
Nerves)) were totally inhibited, while the strip used for Obs, 28, 40 and 
54 p. 250 (Spontaneous Liberation) reacted only weekly. 

Such a matter is, however, not worth to be pointed out now, but, it 
is commonly known to observers engaged in intestine segment experi- 
ments. So, such statement as “ Kodama appears to view and to compare 
with equal complacency reactions obtained on segments so insenitive that 
1 ; 250,000 adrenaline produces only a very moderate effect, and maximal 
reactions obtained with normally sensitive segments,” was not introduced 
through neglect of such facts, but possibly through ignorance of the 
“ training” of the intestine and oversight of the descriptions of our proce- 
dure of diluting the blood samples in the Kodama’s paper. 

That in the tracings with very low concentrations of adrenaline the 
inhibitions were of a similar degree on both sides, though they were very 
few in number, mgy be due to the fact that such a low strength of adre- 
naline cannot usually call forth a vigorous inhibition, rather than to an 
accidental coincidence. 

As is readily seen from the preceding comparison, the diluted blood 
solutions containing a higher concentration of adrenaline were more fre- 
quently employed in the assaysof Kodama. This is due to the fact that 
the cava pocket bloods in the experiments of Kodama frequently much 
epinephrine than the pocket bloods in the Cushing Laboratory. 


That the statement, that one of the best proofs that Kodama does not know how to 
make an assay is the excessive output obtained by him*®» is merely based upon the assump- 


23) J. M. Rogoff (22), 570. 
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tion that Stewart and Rogoff’s low figures are correct, and that Kodama’s higher 
figures are not, as has already been pointed out ina recent paper from the Boston Phy- 
siology Laboratory.*» 

But, such a statement as “ Concentrations from 1 : 200,000 to 1 : 400,000 are quite com- 
mon” in the cava pocket bloods of Kodama is far from the facts given in the papers of 
Kodama. In reality, the cava pocket blood samples, which contained epinephrine in 
strength of 1 : 400,000 or more, are about one fourth of the whole number in the first paper 
on sensory stimulation as well as of those in the second paper. To call the occurrence in 
one fourth of the cases as “ quite common” sounds to us hardly fair and to say the least 
rather strange. 

In passing, we may say a few words about dog 10 on p. 206 of the first paper of this 
series (1). The epinephrine content of the cava pocket specimens was considerably high 
throughout the whole course of the experiment. Such a great epinephrine output can be 
taken, however, as harmonizing with the state of the animal. The dog was very restless 
from beginning to end of the experiment, so that a note was specifically given by Kodama 
“Needed much more than about 400 c.c. ether during experiment, yet not satisfactory 
narcosis.” If pain evoking manipulations be started on the animal, while narcosis, ether 
narcosis for example, is quite insufficient, one will come across several instances of animals, 
which are greatly excited and consequently cannot be made quiet in spite of continuously 
giving the narcotic in a large dose. The case of dog 10 affords one such example. The 
greatness of the epinephrine output can be referred to the great excitement of the.dog. 
This result quite harmonises with our view and with that of many other investigators, ex- 
cept a few such as the Cleveland physiologists, in regard to the physiology of epinephrine 
output. 

From the data given for this dog, the conclusion that an amount of epinephrine equal 
to the total store must have been formed and discharged in 36 minutes, as Rogoff did, is 
to be inferred. Where may we find, however, experimental data by which we must 
necessarily conclude this as unlikely ? 

If the cava pocket bloods of K od ama always had contained a certain high concentra- 
tion, we were happy, also in the present investigations, to follow the approsal of the 
Cleveland physiologists in order to save poor rabbits instead of sacrificing them for the in- 
testine strip, after a thorough study, as a matter of course, of availability of, say, the colori- 
metric method of Folin, Cannon and Denis for determination of epinephrine in the 
blood. By that method Stewart and Rogoff obtained, in one experiment of nicotine 
research, the same value as that obtained by the intestine segment method. But, up to 
date such study has been very seldom earried out. A thorough study of this, i. e. the com- 
parison of biochemical method with biological ones for the blood epinephrine must be 
performed beforehand. 

In fact a glance not only at the tables of Stewart and Rogoff, as they claimed, but 
at those in the papers of Kodama himself will show that it would be hopeless to make 
such an attempt to employ the colorimetric method as Folin, Cannon and Denis for 
the experiments. We earnestly hope that the biological methods for the determination of 
epinephrine in the blood, etc. will be made entirely superflous, as soon as possible, by the 
progress of biochemical methods. Many lives of poor animals will then be saved. 


The process of assay of the cava pocket specimen has already been 
fully and correctly mentioned in the first paper of this set of experiments 
24) W.B. Cannon, M. A. McIver andS. W. Bliss, Ibid., 1924, 69, 47. 
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( (1) p. 190), and really as follows: “ The effect of the specimen on the 
intestine segment was now compared with those of indifferent bloods con- 
taining a known quantity of adrenaline. First, the effect on the segment 
was proved of two adrenaline blood specimens, which were made in a man- 
ner that presumably the one would contain much more adrenaline than 
the pocket specimen diluted as above, while the other much less. And 
when they were found so, then two other adrenaline blood samples were 
prepared, so that their content of adrenaline was nearer to the diluted 


pocket specimen. By repeating this process, the epinephrine content of 


the diluted pocket specimen was pretty exactly determined. As the intes- 
tine segment is very sensitive, so that a trifling matter may interfere with 
its movement, the assay must be repeated a sufficient number of times.” 
Though the claim of the Cleveland physiologists “ We must again point 
out that in approximating to the concentration of a specimen it is gene- 
rally far more important to fix clearly an upper and a lower limit than to 
seck at once for an exact match,” is merely a brief repetition of the de- 
scription of Kodama, but, by way of precaution, in order to answer the 
phrase “we must again point out” we will, in the first place, more precisely 
illustrate the process practised by Kodama and followed’ by us, and in 
the second place we will see what the Cleveland physiologists are really 
doing. 

Now, let us suppose an instance in which the inhibition of the intestine 
strip in the diluted cava pocket specimen was between that caused by the 
diluted adrenaline blood sample with an adrenaline strength of 0.0004 
mgrm. in 0.5 c.c. undiluted blood and that by the sample with 0.0003 
mgrm. adrenaline in 0.5 ¢.c. undiluted blood, (For convenience, the diluted 
adrenaline blood solution with concentration of adrenaline of a mgrm. in 
0.5 c.c. the undiluted blood will be called below briefly “a” and the diluted 
cava pocket specimen solution as ‘ c.p. specimen ”) difficult to differentiate 


from that of “0.0003,” and the tracings were done in the order of 


0.0004,” “c.p. specimen ” and ‘ 0.0003.” 

In such a case the specimen would be assayed in our Laboratory 
in the following manner: Now, “0.0003” will be succeeded by “ c.p. 
specimen.” Be the latter somewhat weaker than the former, next 
“ 0.0002 ” will be applied to the intestine. Be “c.p. specimen ” stronger 
than “ 0,0002,” then “0.00025 ” must be allowed to enter into the intes- 
tine strip chamber, and next must be replaced by “¢.p. specimen ” which 
will be again followed by “0.0003.” Be the inhibitory power of “ c.p. 
specimen” lies between that of “0.00025” and “0.0003,” then the intestine 
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chamber must be refilled by “c.p. specimen” and then by “0.00025.” 


If the inhibition caused by “c.p. specimen” again lies between that of 


“0.0003” and “0.00025,” “e.p. specimen” will now be taken as 


“0.000275,” For this determination the solutions will be applied as in 
3 9:9 “ 


the following manner: “0.0004,” “e.p. specimen,” “0.0003, 
specimen,” ‘0,0002,” “0.00025,” “c.p. specimen,” “0.0003,” “c.p. speci- 


cp. 


men” and “ 0.00025,” 

Thus, if “a little stronger,” “ c¢.p. specimen ” and “ a little weaker ” 
are applied in succession to the strip, and the strength of “c.p. specimen ”’ 
is found as to lie between the two, the solutions must be again applied to 
the strip, and this time in the reverse order to the former. 

Further, suppose that “0.0003,” “e.p. specimen,” ‘ 0.00025 ” and 
“ep. specimen ” were applied to the strip, and that the inhibition on the 
2nd tracing was a little stronger than “ 0.00025,” but that on the 4th 
tracing a little weaker than ‘“ 0.00025,” then “ c.p. specimen” must be 
applied to the strip first between “0.0003 ” and “ 0.0002,” and next be- 
tween “0.0002” and “0.0003,” in order to determine with certainty, 
whether it lies just between “6.0002” and “0.0003.” If this is the case, 
it will be assayed at “ 0,00025.” 

In such a manner, one cava pocket specimen must be applied several 
times to the strip, in order to assay it with certainty. For this reason, the 
pocket samples were diluted though seldom, and specifically in the cases of 
cats. 

In common, when blood solutions containing adrenaline of one and 
the same concentration are applied to the intestine strip one after another, 
the inhibition of the intestine movements become smaller and smaller, but 
very slowly. And further, when a blood solution with a certain concen- 
tration of adrenaline is preceded by a blood solution with adrenaline of a 
somewhat higher concentration respectively somewhat smaller, the inhibi- 
tion of the strip is respectively somewhat weaker or stronger in compari- 
son with the inhibition which is produced when it is applied to the strip 
in succession to the blood solution containing adrenaline of just the same 
concentration as it. 

Intestine strips indicating such tendencies are commonly met with, 
but there are other strips which do not ever show such a nature. So, at 
the beginning of the assays characteristics of that strip must be carefully 
observed. 

Further, the manner in which we are doing the assays will be fully 


illustrated in the three examples reproduced in the next chapter. 
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Now, let us examine how the Cleveland physiologists are carrying out their assays! 
To indicate how the concentrations of epinephrine in the various specimens are arrived at 
in their Laboratory, in their recent paper (7) they reproduced, they said, a sufficient num- 
ber of tracings from two of the experiments (dogs 981 and 985). So, it may not be 
unnatural to assume that the process of the assay in their Laboratory is fully described in 
the experimental data of the two dogs given in their paper ((7) p. 608 ff.). 

Of the 9 specimens of dog 981, JJ, VI and VITT specimens were assayed in a satisfactory 
manner. For specimen JIT and V only stronger solutions than the specimen itself were 
applied to the intestine segment. Specimen V// was assayed at 1: 1,220,000, by reason of 
its being far stronger than any of the other specimens, much stronger than 1 : 2,450,000, as 
strong as 1: 1,220,000, decidedly weaker than 1: 610,000. Now, let us look at their trac- 
ings. The inhibition on Obs. 28 (VIT) is stronger than Obs, 30 (1: 1,220,000), though only 
a little. And, notwithstanding that Obs. 30 (1: 1,220,000) and Obs. 32 (1: 610,000) had a 
great difference in the strength of adrenaline, there are no such remarkable difference in 
the degree of inhibitions. Therefore, it is too hasty to take V// as quite same as the 
sample 1 : 1,220,000. 

Of the 6 assays for dog 985, there are four which were satisfactorily made, that is //, 
VI, Vifand VIT. [IV was taken as 1 : 10,000,000, solely on the ground that it was weaker 
than //T (it was assayed at 1: 9,000,000). Moreover, this comparison was made by trac- 
ings, which were not done one after another, but there were two other tracings between 
them and the inhibitions are somewhat different in form. V which was somewhat stronger 
than 1: 6,400,000 was assayed at 1: 7,500,000. They say: It was probably slightly 
weaker than // (1: 7,000,000) and slightly weaker than VJ (1: 6,500,000), much weaker 
than 1: 5,100,000, somewhat stronger than 1: 6,400,000. All the tracings were reproduc- 
ed. They added further: V was somewhat weaker than // in an observation (tracing 
not reproduced) immediately preceding Obs, 52, fig. 7. This assay at 1: 7,500,000 probably 
might have been greatly influenced by the last tracing which has not been reproduced. 
If this is so, it should be further advanced in assaying, in order to make clear the result of 
the comparison of V and 1: 6,400,000, since they made no error in judging from Obs, 44 
and 46 that V is somewhat stronger than 1 : 6,400,000. 

To sum up, the assays in the Cushing Laboratory were performed in a manner part- 
ly satisfactory but partly not. Their claim above quoted seems as if it was made rather on 


the manner of assaying in the Cushing Laboratory itself. 


Thus, any doubt as to the correctness of our techniques of determina- 


. . . . / . . . 
tion of epinephrine content of the blood is now quite removed. 


Ill. ExpertmMentat REsvuLts. 


Though the polemics of the Cleveland physiologists were unsuccessful, 
their new experimental data must be dealt with separately, as a matter of 


course. 
Their procedures in matching the cava pocket specimen solution with 


the adrenaline blood solutions cannot be considered sometimes as quite suf- 
ficient, as above discussed ; but that such a small shortcoming totally 
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vitiatcs their experimental results is quite out of the question. The dif- 
ference between the results obtained by them and those obtained by us 
must be grounded, we believe, upon the cava pocket method, that is, the 
processes until the collection of the bloods from the suprarenal veins. 
From the beginning of the study of this problem in our Laboratory, we 
are of opinion that there must be some difference in practising the “ cava 
pocket method ” between the Cleveland physiologists and ourselves. But, 
the data concerning this problem first reported from the Cushing Labo- 
ratory were of a meagre nature, in comparison with those in their recent 
papers, so that as much time as 13 minutes was wanted for 2,3 ¢.c. cava 
pocket blood during stimulation of sciatic nerve of a cat. Our expectation 
for repetition of the experiments in the Cushing Laboratory was ex- 
pressed in a circuitous manner ((1) p. 170). 

It has been realized. Their results were again quite negative. Con- 
sequently, in the present investigations the same question was again sub- 
mitted to the test of experiment. And we have attempted to see what 
condition or conditions produce the different data in the two laboratories. 

The descriptions of the cava pocket method in the papers of Stewart 
and Rogoff were followed by Kodama frem paper to paper, and finally 
the method, accounts of which were given in the first paper of this series 
of experiments from our Laboratory ((1) p. 185 f.), was and is being 
practised in our Laboratory. 

In passing it may be added, that we are employing the term “ the 
cava pocket method ” to designate the preparation and process for collec- 
tion of the suprarenal veins blood through a pocket of inferior cava vein, 
and “ the rabbit intestine method ” is used only for the method of estima- 
tion of epinephrine in the blood. 

In general, however precisely the techniques or methods of a certain 
kind are described and however faithfully the descriptions are followed, 
the results obtained by means of them are not only infrequently similar, 
but sometimes vary greatly. The description of the techniques or methods 
of a certain kind can never be too accurate. To make the descriptions 
more satisfactorily or to discover conditions influencing the results is the 
purpose of the study. 

Though the cava pocket method may be apparently more simple to 
describe than the intestine method, it is highly probable that the reverse 
is the truth. The latter can be more easily described in detail. 

The present experiments will be grouped as follows :—(1) the control 


experiments on cats and dogs, (2) sensory stimulation on normal cats, (8) 
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the same on normal dogs, and finally (4) the same on de-afferented dogs. 


In some experiments the depth of anaesthesia was altered at will. 


A. Control Experiments on Cats and Dogs. 


The control experiments were performed on 6 cats and 4 normal and 
1 de-afferented dogs. The cava pocket preparation was made, some blood 
samples from the cava pocket were collected successively, and in some 
animals another set of blood samples was again collected after a pause. 
Ether was used for normal dogs, and in one dog it was attempted to change 
the depth of anaesthesia, that is a set of collections was carried out under 
light anaesthesia, and another under a deep one. In one cat, the narcosis 
caused by urethane became shallower, therefore ether was given in order 
to deepen it. No specific stimulation of the afferent nerve was of course 
undertaken ; on the contrary the utmost care was taken not to mechani- 
cally stimulate the animal. 

TABLE I. 
Control experiments with successive collection of specimens 


without special sensory stimulation. 





Blood flow (e.c.) Epinephrine output (mgrm.) 





- z gi 4 
= tL ot 4 _ — 
2 - #| &E 8 Quantity Output per min. 
g 4 5 3 = > os per min. > . 
& > ~ > oan ss = se: 
S 3 ~128| & | &s | B's. 
Ss a | oe 3 A?! per | per | Bic per per 
A hours :\| ,¢ ~ animal kilo | & = animal kilo 
(kilos) ( min. ) A (see.) 
Cat |. 3.1 33 I 12; 40 18 | 0.6 0.0012 | 0.00216 0.00069 
II 1.1 ” 1.7 0.57 0.0012 | 0.00204 0.00065 
8. I. 35 III 1.0 » | 15) 05 | 0.0012 |0.00180 | 0.00058 
1925 : Average 1.7 | 0.56 0.0012 (0.0020 | 0.00065 
57 IV 1.6 60 | 1.6] 05 (0.0020 | 0.0082 | 0.00105 
V 1.5 “ 1.5 | 0.56 (0.0020 (| 0.0030 | 0.00096 
VI 1.5 » | 15] 05 | 0.0022 | 0.0033 | 0.00106 
i201 | Vi 15| , | 15) 05 |0,0022 | 0.0033 | 0.00106 
Average 15 | 0.5 0.0021 (0.0032 0.00103 
The specimens were collected under urethane (1.5 grms. per kilo) 
anaethesia which was light. In the latter series narcosis was more light, 
muscle tone ++. 
Cat 2. 3.3 35 I 3.4 {| 50 4.0 | 1.21 | 0.00125 | 0.00425 | 0.00129 
; II 3.4 es 4.0 | 1.21 | 0.00125 | 0.00425 | 0.00129 
13. II Iil 3.2 “ 3.8 | 1.15 0.00125 | 0.0040 | 0.00121 
1925 IV 3.0 ai 3.6 | 1.09 | 0.00125 0.00375 | 0.00114 
392 V 3.0 3.6 | 1.09 |0.00125 0.00375 | 0.00114 
Average 3.8 1.15 (0.00125 0.0040 | 0.00121 


The specimens were collected under urethane anaesthesia (1.5 
grms. per kilo) which was light. 
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_~ x Blood flow (c.c.) Epinephrine output (mgrm.) 
a | |en8/¢ . i 
2 Catt -sn-= Se | Quantity - : 
= | © | og he & eo ee | Output per min. 
qe | ® | gee] ea > E.5 permin. | ys. 
s |e lapel se! = | 3k | 22s | 
5 | 3 |e e°o)} Se) ge | gs a 3S | 
ei” | ;} °°!) S&S |Q°?| per | per | Bis | per per 
A | {hours :)) A a animal} kilo | & © | animal | kilo 
{(kilos) \ min. ) A (see.) | | } 
Cat 3. 33 44- I 1.9 40 2.8 0.89 | 0.00055 | 0.00154 | 0.00048 
: II 2.1 » | 3 0.98 | 0.00055 | 0.00170 | 0.00054 
2. III. | IT 2.0 » | 30 | 0.94 | 0.00055 | 0.00165 | 0.00051 
1925 IV 1.7 » | 25 | 0.80 | 0.00060 | 0.00150 | 0.50048 
47} V 1.6 a 2.4 | 0.75 | 0.00075 | 0.00180 | 0.00056 
Average 2.8 0.87 | 0.00060 | 0.00164 | 0.00051 
The specimens were collected under urethane anaesthesia (1.3 
grms. per kilo), which was deep and uniform. 
1:17 Vi 15 | 60 1.5 0.47 | 0.00125 {0.00187 | 0.00058 
VII 1.1 « Lda 0.34 |0.0014 | 0.00154 | 0.00048 
|VITl is. . 1.1 0.34 | 0.0012 | 0.00182 | 0.00041 
-1:20 1X eo a 1,1 0.34 |0.0015 | 0.00165 | 0.00051 
Average 1.2 0.37 | 0.00134 0.00159 | 0.00049 
The specimens were collected under urethane and ether anaes- 
thesia. It was deep and uniform. 
Cat4. | 2.3 24 I 3.8 {| 60 3.8 1.6 {0.0002 {0.00076 | 0.00033 
. | I] 4.2 pa 4.2 1.8 | 0.0002 | 0.00084 | 0.00036 
19. XII. | II] 4.0 - 4.0 1.7 | 0.0002 | 0.00080 | 0.00035 
1924 | IV 3.9 ot 3.9 | 1.7 | 0.0002 | 0.00078 | 0.00034 
—29 V 4.0 is 40°) 1.7 | 0.0002 | 0.00080 | 0.00035 
Average 4.0 | 1.7 | 0.0002 | 0.00080 | 0.00035 
The specimens were collected under ether anaesthesia, which was 
very deep and uniform. 
Cat 5. | 2.9 32 I 2.4; 60 2.4 0.83 | 0.00125 {0.0030 {0.0010 
Bi | Il 2.6) , | 2.6 | 0.89 | 0.00125 | 0.00325 | 0.00112 
21. XII. | IT! 2.5 s+ | = 0.86 | 0.00125 | 0.00312 | 0.00110 
1924 | 36 IV) 16] ,, | 1.6 | 0.55 !0.0025 |0.0040 | 0.00138 
Average 2.25 | 0.78 0.00156 | 0.00334 | 0.00115 
The collection was begun 3 min. after discontinuance of et he riza- 
tion. During collections cat was in light anaesthetic state. 
Cat 6. 2.5 44 I 0.8 60 | O8 0.32 {0.0008 | 0.00064 | 0.00026 
; II 1.1 90 | 0.73 | 0.29 |0.0008 | 0.00058 | 0.00023 
19. I. |} IT! 1.1 ee 0.73 | 0.29 | 0.0010 | 0.00073 | 0.00029 
1925 49% IV 0.8 a 0.53 | 0.21 | 0.0010 | 0.00053 | 0.00021 
Average | 0.70 0.28 | 0.0009 | 0.00062 | 0.00025 
The specimens were collected under ether anaesthesia which was 
| very deep and uniform. 
Dog I. | 5.0 | 2:48 I 3.4{ 30 | 68 1.36 {0.0006 | 0.00408 | 0.00082 
II 3.4 is 6.8 1.36 | 0.00065 | 0.00442 0.00088 
17. X11. IIl 4.0 a 8.0 1.6 |0.0006 | 0.00480 | 0.00096 
1924 IV 4.0 fe 8.0 1.6 | 0.0006 | 0.00480 | 0.00096 
2:50} V 4.0 m 8.0 1.6 |0.0006 | 0.00480 | 0.00096 
Average 7.52 1.5 | 0.00061 0.00458 | 0.00092 
The specimens were collected under moderate et her anaesthesia. 
Dog 2. 6.5 | 1: 03- I 32| 30 | 6.4 0.98 | 0.00030 | 0.00192 | 0.00029 
: | Il} 32] , | 64 | 0.98 | 0.00030 | 0.00192 | 0.00029 
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No. of animal 


28. IT. 


1925 


Dog 3. 





11. 


1925 


Dog 4. 


25. X11. 


1924 


Dog 5. 


11. 1V. 


1925 





TI. 


Body weight 


kilos) ( 


14.0 


14.0 


_ Blood flow (c.c.) 


a +7) 
Soele | 
SeGe | &- | Sal Quantity 
off aw -< s.S | permin. | = 
0-8 . Bs | fod 
som > = = -_= & lm & oe 
maerol| se] = 38 | }s.E0 
e ,) Sa 4 | 5 te | |g co 
of] 3 4°] per | per | Sé&c 
pee oc | ¥ animal kilo |“ & 
min. A (sec.) | | 
III 3.3} 30 6.6 | 1.01 0.00025 
IV 3.4 » | € 1.05 | 0.00025 
V 3.2 “ 64 | 0.98 0.00025 
-1:09 VI 3.5 a 7.0 | 1.08 0.00025 
Average 6.6 1.01 0.00026 


Epinephrine output (mgrm. ) 


Output per min. 


per 
animal 


0.00165 
0.00170 
0.00160 
0.00175 
0.00176 


per 


kilo 


0.00025 


| 0.00026 


0.00025 
0.00027 
0.00027 


The specimens were collected under ether, anaesthesia was deep 


and uniform. 





1:40 Vil 2.3 40 3.45/ 0.53 | 0.0015 
Vill 2.5 » | 3.75) 0.58 | 0.0015 

IX 2.2 eS 3.3 | 0.51 | 0.0015 

X 2.5 = 3.75| 0.58 | 0.0015 

XI 3. 60 | 34 | 0.52 | 0.0015 

1:443 XII 2.2 | 40 3.3 | 0.51 | 0.0015 
Average 3.49) 0.54 0.0015 


0.00517 
0.00562 
0.00495 
0.00562 
0.0051 

0.00495 
0.00523 


0.00079 
0.00086 
0.00076 
0.00086 
0.00078 
0.00076 
0.0008 


The specimens were collected under light et her anaesthesia. 


39 I 4 20 19.2 1.37 | 0.0003 

Il 6 7 a 20.1 1.43 | 0.0003 

ITI 6.7 eS 20.1 1.43 | 0.0003 
401 IV 5.7 i a7.) 1.22 | 0.00035 
Average | 19.1 1.36 | 0.00031 

Under deep et her anaesthesia. 

3:05 I 34 | 30 68 | 0.48 | 0.00225 
Hi ssi , 5.6 | 04 | 0.00275 

III uA a 6.8 | 0.48 | 0.0025 

IV 2.1 4 42 | 0.3 | 0.0030 

3:073 V 2.6 5.2 | 0.387 | 0.0035 

Average 5. 72 0.4 (0.0028 


This dog was previously de-afferented: 


0.00576 
0.00603 
0.00603 
0.00598 


0.00595 


0.0153 
0.0154 
0.0170 
0.0126 
0.0182 
0.0157 


II 


0.00041 
0.00043 
0.00043 
0.00042 
0.00042 


0.COL09 
0.0011 


| 0.00121 


0.0009 
0.0013 
0.00112 


1924 L,—D, 
1924 D,—D, 


0.00052 


0.00360 | 0.00049 


0.00046 
0.00048 


0.00049 
0.00048 


0.00046 
0.00046 


| 0.00057 


0.00057 


dorsal spinal roots see | The specimens were collected without 
” ” ” ” 
anaesthesia. 
53-3 I 5.1 20 15.3 2.09 | 0.00025 | 0.00382 
| 48) , | 144 | 1.97 | 0.00025 
Specimens were collected in horizontal situation of the animal table. 
538 Ill 4.5 20 13.5 1.85 | 0.00025 | 0.00337 
1V 4.7 i 14.1 1.93 | 0.00025 | 0.00352 
In sloping situation of the table at about 35°. 
55 V 4.8 20 14.4 | 1. pa 0.00025 | 0.0036 
VI 4.7 a 14.1 | 1.93 | 0.00025 | 0.00352 | 
In sloping situation of the table at ree. 15°. 
1:15 VIl 4.5 20 13.5 1.85 | 0.00025 | 0.00337 
Vill 4.5 ” 13.5 1.85 | 0.00025 | 0.00337 
IX 3. ee 9.3 | 1.27 | 0.00045 | 0.00418 
X 2.8 . 8.4 | 1.15 | 0.0005 | 0.00420 


In sloping situation at about 35°. 
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| : leas , 
oa lz Blood flow (c.c.) Epinephrine output (mgrm.) 
os 2 /|sa8/4 $$ —_—— 
@ Es | eos /| é = nn 
a ‘Ss | Saa | &e ae Quantity Output per min. 
a B |} eel az ‘ie g.5 per min. ae 
- > | hp & 3° = 4° -— — as — —_—_— 
> co | Bo a) = = > ised 
© 1g |S lee | | 62] | §3— | 
“ — | o£ os & | . > =e « > » 
= ae & |A°| Perl pri seg per | per 
A a ,c eo | janimal| kilo | os animal |_ kilo 
(kilos) | min. /| 4 | (see 
} I SS eee fs we ! 
— : | | 
| 1:37- XI 14) 20 | 42 | 0.57 |0,0006 | 0.00252 | 0.00034 
XII 1.3 = 3.9 | 0.53 |0.0007 | 0.00273 | 0.00037 





| In sloping situation at about 35°. 
| 1:383-|XIII | 26{ 30 | 5.2 | 0.71 |0.0004 |0.00208 | 0.00028 
|}XIV} 28) , | 56 | 0.77 |0.0006 | 0.00336 | 0.00046 
In horizontal situation. 
1:39- | XV/ 35)! 30 | 7.0 | 0.96 {0.0005 {0.0035 | 0.00048 
XVI} 28] , | 56 | 0.77 | 0.0007 | 0.00392 | 0.00054 
In sloping situation at about 35°. 


1:40- |XVIT{ 2.5| 30 | 5.0 
| In sloping situation at about 15°. 





0.69 |0.0009 {0.0045 | 0.00061 





_ 


:403-|XVITI| 24{ 30 | 48 | 0.66 {0.0011 | 0.00528 | 0.00072 


2 
In horizontal situation. 
1:41- |XIX| 24| 30 | 48 | 0.66 | 0.0008 {0.00384 | 0.00052 
In sloping situation of the animal table at about 35°. Specimens 
were collected under ether anaesthesia, which was moderate and uni- 
form. 
The assays of the samples from this dog were carried out by Suga- 
| waraand Watanabé, 


As may be readily seen from examination of Table I, the blood 
outflow from the pocket practically does not fluctuate or only a little, 
during the successive collections, and if it does happen, the direction of 
fluctuation is not always the same. After a pause of many minutes, it 
decreased somewhat remarkably in twe examples; but it should not be 
taken as a general rule, for in one of these examples and in another sets of 
experiments we sometimes found no decrease of the blood flow in such a 
case. 

The rate of blood flow from the pocket is by no means the same for 
each animal, but varies within somewhat large limits. It is apparently 
large for dogs than for cats ; but if it be reckoned on the body weight, it 
is difficult to mention any definite difference between the two species of 
animals. 

The concentration of epinephrine in the cava pocket bloods collected 
one after another was remarkably constant or varied only a little ; but it 
varied greatly with the depth of anaesthesia ; this fact is noteworthy and 
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harmonizes well with the experiments of Kodama on the influence of 
several anaesthesia on the epinephrine output. And further it is to a great 
extent different for each animal. The data that the limits of variations 
of so-called spontaneous liberation is large agree with those of the previous 
papers from our Laboratory. In truth, some of them (all of Cats 1, 2 and 
5, VI-LX samples of cat 5, VII-XIT of dog 2 and all of dog 4) exceeded the 
“possible maximum concentration” of Stewart and Rogoff on the strych- 
nine paper (1 : 1,000,000) and some of dog 4 were very near to the highest 
value given by them in the nicotine paper (1 : 275,000). 

The amount of the epinephrine output per unit of time for animal 
and for kilo of body weight during successive collections of samples are 
considerably uniform for each animal, but very different for different 
animals, And it varies also with the depth of narcosis. 

The details of the amount of epinephrine output in these control ex- 


periments, though small in number, are summarized in Table II. 


TABLE II. 
The rate of epinephrine output during sucessive collections of 


cava pocket specimens without sensory stimulation. 





. ° Epinephrine output per kilo and per min. (mgrm.) | 
Number of ttt tet I grm.) 


animal and 


Ratio of maximum 
variation to 








kind of narcosis max. min. mae, se | average average output 
U. Cat 1 0.00069 0.00058 0.00011 0.00065 1:6 
Uv. a 0.00106 0.00096 0.00010 0.00103 1:10 
U. Cat 2 0.00129 0.00114 0.00015 0.00121 1:8 
U. Cat 3 0.00056 0.00048 0.00008 0.00051 1:6 
U+E. ,, 0.00058 0.00041 0.00017 0.00049 1:3 
E. Cat 4 0.00036 0.00083 0.00003 0.00035 1:11 
E. Cat 5 0.00138 0.0010 0.00038 0.00115 1:3 
E. Cat 6 0.00029 0.00021 0.00008 0.00025 1:3 
FE. Dog 6.00096 | 0.00082 | 0.00014 | 0.00092 | 1:7 
E. Dog 2 0.00029 0.00025 0.00004 0.00027 | 1:7 
E. a 0.00086 | 0.00076 0.00010 0.0008 1:8 
E. Dog 3 0.00043 0.00041 0.00002 0.00042 1:21 
* Dog 4 0.0013 | 0.0009 0.0004 0.00112 1:3 
* de-afferented, without anaesthesia. U....... Urethanized ; E...... etherized. 


Whether the body of the animal, accordingly the cava pocket, was 
laid horizontal or inclined at 15° or 35° with the feet downwards, had 
no bearing upon the rate of epinephrine output, i.e. neither upon the blood 
flow from the pocket nor upon its epinephrine content, as the experiment 


on dog 5 shows. 











Effect of Sensory Stimulation upon Epinephrine Output. ITT. 33 


B. Changes in the Rate of Epinephrine Output by 
Sensory Stimulation. 


In order to show how the concentrations of epinephrine in the cava 
pocket specimens are determined in our Laboratory, we shall reproduce 
all the tracings belonging to one whole experiment from each series of ex- 
periments. For such a purpose, as a matter of course, a complete set of 
the tracings for one specimen is already enough ; only for the sake of in- 
dicating what we are doing in practice, we feel obliged to publish a vast 


number of tracings 
I. Experiments on Cats. 


Under urethane or ether anaesthesia the cava pocket preparation was 
performed, the cava pocket blood specimens were collected and N. medi- 
anus was stimulated. At the beginning of the collections of each series, 
an amount of blood somewhat exceeding the dead space was discarded. 
The nerve stimulation was begun sometimes simultaneously with the 
beginning of the collection of the stimuli sample or sometimes 5, 8 or 10 
seconds before it, i.e. before the end of the collection of the non-stimuli 
sample ; and the stimulation was stopped sometimes 10 or 5 seconds be- 
fore the end of the collection of the stimulation sample or sometimes simul- 
taneously with it. The mode of stimulation, and the reactions of the 
anaesthetized animals to it are given in the table, for each cat. 


As a rule under urethane narcosis the muscle tone diminishes far earlier in comparison 
with the pinch and corneal reflex, whereas under ether anaesthesia they vary fast parallel 


each other. 
EXxampte. I. 


25. IT. 1925. Cat 10. 6. 3.25 kilos. 





























* |S tq 
7 , = 
e 5 A ons Re by 2 
Ef ( 32 | sEiss| BE] s 
‘ s2\a mee! @ s = Experimental process 
Time mee x £ $ = : 3 ol etiam 
2 3 | = = r= =} 
sg | a 
(min)Kin)) 
(°C) | (°C) \min.//\ min. 
] 
11:20 am. | | 4.2 grms. urethane (1.3 grms. 
per kilo of body weight) by 
stomach tube. 
11:45 18 35.5 | 240; 174 + dé Fastened. 
11 : 50- Made cava pocket, tying 
-12: 10 p.m. coeliac and mesenteric arteries. 
12:15 Prepared 1. n. medianus. 
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¥. oe : = | 
E Ee | ms £ “| 
Ssissisa]i°2] 2; $ — 
Time Po &, aa) & Z| 3 = |e Experimental process 
= B/E: 3 $ | ¥ and others 
} 2 | = gE | 3 
-] = 
rs | al 
(Pe Pe ~ | 
(°C) | (°C) \\min./\\min. 
12:35 pm. | 19 — bad Had | “162; + | + | 
12:41 | Collected cava pocket blood 
| specimens I-V successively 
| | | after discarded 2.8 c.c. of cava a 
pocket blood.§ d 
12:53 19 | 335) 240; 192); + | + | ’ 
12:58 | Final bleeding from abdominal 


} aorta. 
* Thermometer was inserted under the thoracic skin from incision of neck. 
§ Always before the first collection of samples in each series the cava pocket blood 
somewhat exceeding the dead space was discarded. 


Epinephrine output : 

















i Blood flow (c.c.) | Epinephrine output (mgrm.) 
aber > dt ——— 
of cava | | Duration | Quantity per min. : Output per min. 
pocket | Q tity of | poner —_ —— cial 
specimen | “U8 "Y | collection per | per i - per | per 
|  (see.) animal |_ kilo aos animal | kilo 
I 22 | 40 3.3 1.0 | 0.0009 0.00297 | 0.00091 
il 3.1 | ” 4.6 | 1.4 | 0.0020 0.0092 0.00283 
Ill 2.7 | a 6 4.0 | 1.2 | 0.0008 0.0032 0.00098 
IV 2.6 *° 3.9 | 1.2 | 0.00225 | 0.00877 | 0.00269 
: d 2.5 | ie 37 | 1.1 | 0.0009 0.00333 | 0.00102 





} } 
From beginning to the last five sec. of Il and IV left med. n. stimulated. Coils 8 cms. 
apart. Signs of pain markedly; respiration faster and deeper, moved fore-arms violently. 
Anaesthesia somewhat light. 





Fig. 7.* a. At 1 and 2 adrenaline blood solutions which contained respectively 0.0002 
mgrm. and 0.0003 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood were applied. 


* In all the intestine tracings, at the mark “x” atropin-T yrode’s solution, in which 
the rabbit intestine segment was beating rhythmically, was replaced by indifferent blood 
solution, and at the “ numeral ” the indifferent blood solution was displaced by adrenaline 
blood solution, that is, the indifferent blood solution to which a certain quantity of adren- 
aline chloride of Sank yo & Co. was added, or by the cava pocket blood solution. All the 
blood solutions were prepared by diluting with 4 volumes of Tyrode’s solution and the 
quantity of the bloods employed for one assay was 0.5 c.c. 

In all tracings, time intervals 30 seconds. 

Also see p. 15 (Preparation of the adrenaline blood solution and of the cava pocket 
blood solution). 





or 


2c: doe! gph 











Fig. 7.b. At 3,4 and 51, ll and III cava pocket specimen solutions were respective- 
ly applied. It will be observed already in this figure that the epinephrine concentration 
of If collected during stimulation of 1. median nerve was higher than I and III, collected 


without stimulation of the nerve. 





Fig. 7.c. At 6 and 7 IV and V c. p. specimen solutions were respectively applied. 
At 8 adrenaline blood solution which contained 0.0005 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 
c.c. of indifferent blood was applied. It will be observed also in fig. 7. b and c that the 
epinephrine concentration of IV coMected during stimulation of ]. med. nerve was higher 
than III and V collected without stimulation of the nerve. 
I: Stronger than 0.0003 mgrm. ; decidedly weaker than Il. 
Il: Decidedly stronger than I and ITI. 
III: Decidedly weaker than ff; much more weaker than IV. 
IV: Very much stronger than III and V. 
V: Very much weaker than IV; not much differ from 0.0005 mgrm. 





Fig. 7.d. At 9 and 11 adrenaline blood solutions which contained 0.001 mgrm. and 
0.0005 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood were respectively applied. 
At 10 Il c. p. specimen solution was applied. 

Ii: Almost as strong as or very, very slightly weaker than 0.001 mgrm. ; decidedly 


stronger than 0.0005 mgrm. 
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Fig. 7. e. At 12 and 14 adrenaline blood solutions which contained 0.00075 mgrm. 
and 0.001 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood were respectively 






applied. At 15 Ic. p. specimen solution was applied. 





ll: Decidedly stronger than 0.00075 mgrm.; as strong as or very, very slightly 





stronger than 0.001 mgrm. 













Br Sate 


Fig. 7. f. At 15 Ic. p. specimen solution and at 16 adrenaline blood solutions which 
contained 0.00125 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood were applied. 
tl: Much weaker than 0.00125 mgrm.; almost the same or very, very slightly 


i Pees 


stronger than 0.001 mgrm. (Obs. 14). F 
During arrangement of the recording lever to the new level of smoked paper, by Be 
promoting Ishihara’s long paper kymograph, the strip suddenly became far insensitive. Ee 





Fig. 7. g. At 17 and 19 adrenaline blood solutions which contained 0.0015 mgrm. and 
0.001 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood were respectively applied. 


At 18 IV c. p. specimen solution was applied. 
IV: Far weaker than 0.0015 mgrm. ; very slightly stronger than 0.001 mgrm. 
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Fig. 7. hh. At 20 and 22 Adrenaline blood solutions which contained 0.00125 mgrm. 
and 0.001 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 ¢.c. of indifferent blood were applied. At 21 
IV c. p. specimen solution was applied. 

IV: Slightly weaker than 0.00125 mgrm. ; a little stronger than 0.001 mgrm. 





Fig. 7. i. At 23 and 251 ¢. p. specimen solution and at 24 adrenaline blood solution 
which contained 0.0005 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood were 
respectively applied. 

I: Very slightly weaker than 0.0005 mgrm. (2 assays) ; somewhat weaker than 0.001 
mgrm. (Obs. 22); about the same with 0.00045 mgrm. (Obs. 26). 





Fig. 7. j. At 26 and 28 adrenaline blood solutions which contained 0.00045 mgrm. and 


0.0003 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood and at 27 III c. p. 
specimen solution were respectively applied. 


III: Somewhat stronger than 0.0003 mgrm.; a little weaker than 0.00045 mgrm. 
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Fig. 7.k. At 29 Vc. p. specimen solution and at 30 and 31 adrenaline blood solutions 
which contained 0.0005 mgrm. and 0.0004 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indiffe- 
rent blood were respectively applied. 

V: Decidedly stronger than 0.0003 mgrm. (Obs. 28); weaker than 0.0005 mgrm. ; 


stronger than 0.0004 mgrm. 





2° 


Fig. 7.1. At 32 Ic. p. specimen solution and at 33 adrenaline blood solution which 


contained 0.0005 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood were respective- 
ly applied. 

I: Stronger than 0.0004 mgrm. (Obs. 31); weaker than 0.0005 mgrm. 

To sum up: 

Sample I: Stronger than 0.0003 mgrm. per 0.5 c.c. ; decidedly weaker than IT (0.002 
mgrm. in 1 ¢.c.); very slightly weaker than 0.0005 mgrm. per 0.5 c.c. (2 assays) ; somewhat 
weaker than 0.001 mgrm. per 0.5 ¢.c. and about the same with 0.00045 mgrm. per 0.5 c.c. : 
It was assayed at 0.0009 mgrm. in 1 c.c. 

Sample Il: Decidedly stronger than I (0.0009 mgrm. in 1 ¢.c.) and ITI (0.0008 mgrm. 
in 1 cc.) ; almost as strong as or very, very slightly weaker than 0.001 mgrm. per 0.5 c.c. ; 
decidedly stronger than 0.0005 mgrm. ; decidedly stronger than 0.00075 mgrm. per 0.5 c.c. ; 
as strong as or very, very slightly stronger than 0,001 mgrm. per 0.5 c.c. ; much weaker 
than 0.00125 mgrm. per 0.5 c.c. ; and almost the same or very, very slightly stronger than 
0.001 mgrm. per 0.5 c.c.: Sample If was taken as 0.002 mgrm. in 1 c.c.. 

Sample III: Decidedly weaker than Il (0.002 mgrm. in 1 c.c.); much more weaker 
than IV (0.00225 mgrm. in 1 cc.); somewhat stronger than 0.0003 mgrm. per 0.5 c.c. and 
a little weaker than 0.00045 mgrm. per 0.5c.c.: It was assumed as 0.0008 mgrm. in 1 c.c. 

Sample [V: Very much stronger than III (0.0008 mgrm. in 1 c.c.) and V (0.0009 
ingrm. in 1 c.c.); far weaker than 0.0015 mgrm. per 0.5 c.c. ; slightly weaker than 0.00125 
mgrm. per 0.5 c.c. and a little stronger than 0.001 mgrm. per 0.5 c.c. (2 assays): Sample 
IV was assayed at 0.00225 mgrm. in 1 c.c. 

Sample V: Very much weaker than IV (0.00225 mgrm. in 1 c.c.); decidedly stron- 
ger than 0.0003 mgrm. per 0.5 cc.; much weaker than 0.0005 mgrm. per 0.5 c.c. and 
stronger than 0.0004 mgrm. per 0.5 c.c.: It was taken as 0.0009 mgrm. in 1 c.c. 


In the example, fully illustrated, the increase of epinephrine output 
due to stimulation of the median nerve was very plainly and remarkable. 
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In every set of stimulation the rate of output was shown to be much 
more than doubled. In this experiment the after action of the stimulation 
was seen in the last sample VY. In this case, the increase of the rate of 
output was solely or chiefly due to the change of the concentration of epine- 
phrine in the pocket blood. 


TABLE III. 





Effect of sensory stimulation upon epinephrine output 


in normal, anaesthetized cats, 
































” | , ¥ Blood flow (c.c.) JE ‘pinephrine output (mgrm.) 
a 3 i/8o¢|40--——— — 
a wo |SoHS | 3 | - ' ' 
i an S | Ss es | &§ | leas Quantity Output per min. 
5 g - J £.5 @ | Se | & i per min. ro. | 
S a | }S*!| 5 |A8| per | per | Bes per per 
j A ew cS ~ animal) kilo | ~ 2°" | animal kilo 
i (kilos) |\ min. A (sec.) 
‘ —— ——— - = _ ——— = ———E —E—— 
i A. Experiments under urethane Anaesthesia. 
i 
Cat7. | 3.0 | Urethane dosis: 1.3 grms. per kilo. 
16. XII. | 39 I{ 67{ 60 | 6.7 { 225 {0.0003 {0.00201 | 0.00067 
1924 HM} 62) o | 6.2 | 2.07 0.0011 | 0.00682 | 0.00227 
Itt 5.5 5.5 | 1.83 0.0011 | 0.00605 | 0.00202 
| -43 IV we) 3.7 | 1.230.001 | 0.0037 | 0.00123 
From beginning of collection of Hl to the last 5 sec. of Ill, 1. med. n. 
| stimulated. Coil distance: 8 ems. Reactions to stimulation markedly : 
respiration became faster and deeper, pupils dilated to maximum. Cat 
I | cried and struggled to get out free. Anaesthesia rather light. 
| 58 V 52 60 5.2 | 1.73 
| Vi} 4.61] vs | 4.6 | 1.53 
VII} 27! , | 27] 0.90 0.0012 | 0.00324 | 0.00108 
Vill | 2.5 » | 25 | 0.83 | 0.0020 0.0050 | 0.00166 
}-1:3 IX} 12] , | 12] 0.40 /0.0016 | 0.00192 | 0.00064 
‘ 
] From the last 5 sec. of V and VII to the last 5 sec. of VI and VIII, 
5 | 1." med. n. stimulated. Coils 6 cms. apart. Signs of pain markedly. 
4 | Anaesthesia was light. 
4 
: Cat 8. 3.3 | Urethane dosis: 1.4 grms. per kilo. 
i 26. I 28- I| 38! 30 [ 7.6{ 230 (0.00025 | 0.0019 | 0.00057 
1925 II; 35| , | 7.0| 2.12 | 0.00035 | 0.00245 | 0.00074 
i Il; 34) 4 6.8 | 2.06 | 0.0007 | 0.00476 | 0.00144 
ii Se) 5.6 | 1.69 | 0.0007 | 0.00392 | 0.00119 
V 2.7 ” 5.4 | 1.64 | 0.0012 | 0.00648 | 0.00196 
4 ~35 VI 2.5 - 5.0 | 1.51 | 0.0012 | 0.0060 | 0.00182 
: From the last 5 sec. of II and IV to the last 5 sec. of Ill and V, 
3 ]. med. n. stimulated. Coils 9 ems. apart. Signs of pain markedly, cat 
4 moved fore-arms violently, and respiration became faster and deeper. 
4 Anaesthesia rather light. 





maak 
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3 < | Blood flow (c.c.) Epinephrine output (mgrm). 
21S /oP3/3_[ [so] cuantity | | 
a: ‘So Sas | &S | cs maper nd | Output per min. 
| = 25h ia 7 &.8 per min. <- 
4 > | Be) S| = 138 122s | . 
3 | S/BF°| £3) = | es en | 
5 | a \s@] § | ee | $¢ “—2 
Ph per | per; ss& per | per 
A — ls oe animal) kilo Cs animal | _ kilo 
(kilos)|\ min ) A (sec. 
Cat 9. 2.2 | Urethane dosis: 1.4 grms. per kilo. 
18. II. | 40- | I{ 11{ 60 | 1.1] 05 {0.0010 |0.0011 | 0.0005 
1925 | 
’ 50- | II 1.1 | 60 1.1/{ 0.5 {0.0015 {0.00165 | 0.00075 
| @] QB! « 0.8 | 0.36 | 0.0060 | 0.00480 | 0.00218 
5 IV in) « 1.0 | 0.45 | 0.00175 | 0.00175 | 0.00079 
From beginning to end of collection of Il, 1. med. n. stimulated. 
Coils 9 ems. apart. Signs of pain markedly. Narcosis light. 
Cat 10.) 3.25 Urethane dosis: 1.3 grms. per kilo. 
9 51 Ij 22{ 40 3.3 | 1.0 {0.0009 {0.00297 | 0.00091 
25. II. 
1925 HW} 3.i ” 4.6 | 1.4 | 0.002 | 0.0092 0.00283 
|} III} 27 re 40| 1.2 | 0.000 0008 | 0.0032 | 0.00098 
IV; 26] » | 3.9 | 1.2 | 0.00225 | | 0.00877 | 0.00269 
| 43 | V| 25] , | 37] 1.1 |0.0009 | 0.0037 | 0.00114 
Anaesthesia somewhat light. From beginning to the last 5 sec. of 
Il and IV, 1. med. n. stimulated. Coils 8 cms. apart. Signs of pain 
markedly ; respiration became faster, moved fore-arms violently. 
Cat | 2.5 Urethane dosis: 1.3 grms. per kilo. 
27. II. | 28- | I 12 | 60 | 1.2 0.48 |0.0015_ | 0.0018 | 0.00072 
1925 il 1.2] 1.2 | 0.48 | 0.00125 | 0.0015 | 0.00060 
. ae oa one | 0.4 | 0.0006 | 0.0006 | 0.00024 
From beginning to the last 10 sec. of 1. med. n. stimulated. Coils 
10 cms. apart. Anaesthesia with urethane and ether, very deep. Al- 
most no sign of pain. 
50- IV 0.9 90 0.6 0.24 | 0.0015 {0.0009 | 0.00036 
v 10) » 0.7 | 0.28 | 0.00225 | — | 0.00063 
543 | vi} 15| ” | 1.0] 0.40/0.002 {0.0020 | 0.0008 
From beginning to the last 10 sec. of V 1. med. n. stimulated. Coil 
distance 8 cms. Anaesthesia with urethane, it was deep. Signs of 
pain slightly. 
Cat i2.| 3.2 Urethane dosis: 1.3 grms. per kilo. 
7. III. | 33- | |) BS | 30 | 2.2 | 0.69 {0.0005 {0.0011 | 0.00034 
1985. 11} 21] 60 | 21] 0.66 (0.00055 | 0.00115 | 0.00036 
58- | TIL | 26 { 60 | 2.6 | 0.81 |0.0007 | 0.00182 | 0.00057 
| Ol ma | » | 22) 069 | 0.0015 0.0033 | 0.00103 
Vi 26) 4 | 2.6) 0.81 |0.0007 | 0.00182 | 0.00057 
62 | VI} 20; ,, 2.0 | 0.62 | 0.0015 | 0.0030 | 0.00094 





















































Stimulation from the last 8 sec. of collection of ITI to end of that 
of IV continuously. V: stimulation with off and on. Coil distance 9 
ems. VI: without stimulation. Signs of pain markedly. Anaesthesia 
moderately. 
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3 ~ | Blood flow (c.c.) Epinephrine output (mgrm.) 
= = 2 aS | i 
¢ ‘~» | Ses | 3 | > anti 
5 5 | % @| &¢ lal Quantity Output per min. 
e | ag @ 5 > | os per min. DT os 
- > Iw & >a zx is 3 an aaa Lis 
Ca = & ° RS = | s8 |e oc | 
: a | wei a | Be |} ¢$n 
2 o* = | | per | per | Seg per | per 
A (hours) ,S oe animal] kilo Cs" | animal | kilo 
(kilos) min A | (sec.) | | 
B. BE xperiments under ether wnatiode. 
Cat 13. 49| 1:2- | I 1.6 30 3.2 | 0.65 | 0.00035 | 0.00112 | 0.00023 
} | II 2.1 ” 4.2 | 0.86 | 0.00035 | 0.00147 | 0.0003 
9. XII. itl 1.6 ” 3.2 | 0.65 0.00065 | 0.00208 | 0.00042 
1924 Bu 1.4 ” 2.8 | 0.57 | 0.00055 | 0.00154 | 0.00031 
| |} -1:44 | V Lat « 2.4 | 0.49 0.0004 | 0.00096 | 0.00019 
From the last 10 sec. of IT to the last 5 sec. of VI, 1. med. n. stimu- 
| lated. Coil distance 8 ems. Signs of pain moderately; respiration be- 
| | came faster, pupil dilated and cat tried to get out free. 
|} 1:273-| VI|{ 2.0; 60 2.0 | 0.41 | 0.00074 | 0.00148 | | 0.0003 
| | Vil} 18) » 1.8 | 0.37 | 0.0014 | 0.00252 | 0.00051 
| -1:31 {VIII | 2.4 90 1.6 | 0.33 |0.0008 | 0.00128 | 0.00026 
From the last 10 sec. of VI to the last 10 sec. of Vil, 1. med. n. stimu- 
| lated. Coil distance 6 cms. Signs of pain somewhat weeker than those 
| | of previous stimulation. 
catia. 41/ 1:6) T{ 30) 30 | 6.0! 1.46 [0.00035 (0.0021 {0.00051 
. 7 | IL] 39] » | 7.8 | 1.90 0.0003 | 0.00234 | 0.00057 
6. I. | | 39) 35 6.7 | 1.63 | 0.00055 | 0.00368 | 0.00090 
1925 | 1:84; IV} 30| 30 | 6.0 | 1.46 |0.0006 | 0.0036 | 0.00088 
| 
| From the last 5 sec. of IT to the last 5 sec. of Ill, 1. med. n. stimu- 
| lated. Coil distance 10 cms. Stimulation caused slight signs of pain: 
| movements of fore-arms, dilatation of pupils and faster respiration. 
| 1:34 Vi 24; 30 { 48 1.17 |0.00045 | 0.00216 | 0.00053 
\ Vi 2.4 » | 48) 1.17 | 0.0010 oon 0.001 17 
VII 2.4 » | 4.8 | 1.17 | 0.00065 | 0.00312 | 0.00076 
Vill 2.3 » | 46) 1.12 | 0.0010 | 0.0046 0.00112 
, -1:362; IX 21; 40 | 3.1] 0.77 |0.0007 | 0.00217 | 0.00053 
| From the last 5 sec. of V and VII to the last 5 sec. of Vi and VIII, 
1. med. n. stimulated. Signs of pain moderately. Coil distance 8 cms. 
Cat 15. | 2.5 36- I 19; 30 | 3.8 1.52 {0.0007 | 0.00267 | 0.00164 
Dw | Hy] 18] | 3.0 | 1.2 | 0.0020 | 0.0060 | 0.0024 
13. I, | i) 4. » | 2.8) 1.12 | 0.0015 (0.0042 | 0.00168 
1925 | | iv| 22] 60 | 22) 0.88 |0.0015 | 0.0033 | 0.00132 
| ) Vv} 19] | 1.9 | 0.76 | 0.0025 (0.00472 0.00189 
-40} VI| 2.0] 2.0 | 0.8 | 0.00325 | 0.0065 | 0.00260 





| 





From the last 5 sec. of II and IV to the last 5 sec. of Il and V, 1. N. 





med. stimulated. Coils 9 cms. apart. No pa 
54- | VII 1.2; 40 1.8 |{ 0.72 
Vill; 2.0) 60 2.0 | 0.80 

| IX| 15] , | 15] 06 | 
| 15 | oo” 1.5 | 0.6 
583 | XI| 13] ,, 13] 0.52 








inful sign. 

| 0.00375 | 0.00675 | 0.00274 

(0.0045 | 0. 009 | 0.0036 

0.004 | 0.0024 

0.00425 | 0.00637 | 0.00255 
10.004 |0.0052 | 0.00208 


From the last 5 sec. of VII and IX to the last 5 sec. of Vill and X, 
1. N. med. stimulated. 
moderately. 


Coil distance 7 cms. 


Reactions to stimulation 
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Ss | = Blood flow (c.c.) |Epinephrine e output (mgrm.) 
2 iecoe/s 
= ; = - WSs ¢ 
EI &© |Ses |] 8. | > — | 
= 2 iene Be | | gs | Quatty | Output per min. 
=| = = & 4 2a > a= | per min. > ae 
a . | "bo & | b= aif < @ i wae BY 
A > |. we ti = |23 s2ae 
S BS |S 1 Sa] § | ES] | es 
S a | & | E 158] per | pe | S25 per per 
- | Pug wa | per | pe i as& : : 
A aes | ,S | Co | animal} kilo | Cs animal |_ kilo 
(kilos) min. /| 4 | (sec 
—_——————___ $$ ———$_——_—_____— — } U _ SS 
Cat t6.| 3.0) 38- | 1] 20} 30 | 40] 1.33/ 0.0005 0.0020 | 0.00067 
i 1.7 ” 3.4 1.13 | 0.0008 | 0.00272 | 0.00091 
2. IT. Ill 1.7 in 34 | 1.13 | 0.00045 | 0.00153 | 0.00051 
1925 ~~ Se) 4.0 | 1.33 | 0.0004 | 0.0016 | 0.00053 
Vi 23 ” 4.6 | 1.53 | 0.0009 | 0.00414 | 0.00138 
WET Ot 3.6 | 1.2 | 0.0006 | 0.00216 | 0.00072 
413 | VIZ} 18! | | 3.6} 1.2 | 0.00045 | 0.00162 | 0.00054 
From be apnning to end of Hl, from the last 5 sec. of IV to the last 
| 5 sec. of V, 1. N. med. stimulated. Coil distance 9 cms. Anaesthesia deep. 
Signs of pain ‘slightly. 
Cat 17. 2.7 | 33- I{ 20! 30 | 40 1.48 |0.0007 |0.0028 {0.00103 
| 343 Il; 34) 60 | 34] 1.26 /0.001 | 0.0034 | 0.00126 
7. 111. 
1925 | 48- | TIT{ 13/ 30 | 26 0.96 (0.002 {0.0052 | 0.00192 
| | IV; 08) , | 1.6 | 0.59 (0.0015 0.0024 | 0.00089 
50 V 1.7) 60 1.7 | 0.63 |0.002 (0.0034 | 0.00126 
From the last 8 sec. of a to end of IV, 1. N. med. stimulated conti- 
| nuously; while collecting V stimulated with off and on. Coil distance 
8 cms. Anaesthesia throughout the experiment was very light. By 
| stimulation cat struggled, moved the fore-arms, and respiration became 
faster. 
Cat 18} 28] 1:0 I 15 | 30 3.0 | 1.07 | 0.0008 {0.0024 {0.00086 
; | -1:1} I] 3.2} 60 3.2 | 1.14 | 0.0008 | 0.00256 | 0.00091 
28. IIT. | 
1925 1} 1:15 Il] 1.2 30 2.4 | 0.86 | 0.001 {0.0024 | 0.00086 
Vv 14!) 4 | 2.8 | 1.00 |0.00175 |0.0049 | 0.00175 
| | -1:17 | V2.3} 60 | 2.3 0.82 |0.0015 | 0.00345 | 0.00123 
From the last 8 sec. of III to end of IV, 1. N. med. stimulated 


, continuously, while collecting V stimulated with off and on. Coils 8 


cms. apart. 


Signs of pain were not remarkable. 


1:25 VI 1.0 30 2.0 0.71 | 0.00225 | 0.0045 0.00160 
1:40- / VIE; 1. 40 2.2 { 0.79 {0.002 {0.0044 {0.00157 

vil) 1.0. 30 2.0 0.71 0.003 (0.006 | 0.00214 
1:423' Ix! 1 60 1.6 0.57 0.0025 (0.004 | 0.00143 


From the last 8 sec. of VII to end of VIU, 1. N. med. stimulated con- 
tinuously, while collecting IX stimulated with off and on. Coils 8 ems. 
| apart. Signs of pain remarkable. 


Of the urethanized cats, as is readily seen from Table III, there was 


relatively a greater number of positive results ; Cat 7 


Cat 8 (IIT, V), 


tive results ; but, by way of precaution Cats 


(II, III and VITT), 
Cat 9 (IIT), Cat 10 (IT, TV) and Cat 12 (TV) gave posi- 
8 and 12 might be taken as 


doubtful cases, for there was large output in the non-stimuli pericd towards 
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the end of the experiment, though it is reasonable to take it as due to after 
action. The results in Cat 11 were quite negative. Therefore, out of 6 
Cats, 3 gave quite clear, unmistakable positive results. The rate of out- 
put during the stimuli period was at least double the non-stimuli period. 
The greatest was really threefold of the quiescent period. Almost all the 
augmentations of the output were called forth only by the increase of the 
epinephrine concentration of the pocket bloods. Anaesthesia of Cat 11 
was deep, and in the remainder it was light or moderate. 

Of six ether-cats, there are relatively a large number of negative re- 
sults ; the nerve stimulation yielded positive results in III, VII of Cat 13, 
VI & VIII of Cat 14, V of Cat 16 and IV, V & VIII of Cat 18, while 
all 4 samples of Cat 15, both those of Cat 17, and IX of Cat 18 the 
results were negative, and TV of Cat 18, ITI of Cat 14 and IT of Cat 16 
must be taken as doubtful cases. 

And further in ether anaesthesia the degree of acceleration of epine- 
phrine output was not so great as in the case of urethane, and really under 
ether anaesthesia the stimulation scarcely more than doubled the rate of 
output. The output was accelerated chiefly by an increase of epinephrine 
content of the specimens. 

Now, let us re-examine the data of cats in the papers of Kodama. 

In his first paper, K od ama classified his results in the three groups: 1. & 2. group 
the positive cases and 3. the negative. But he made it, of course, for the sake of convenience, 
pronouncing : “ As a matter of fact there is no definite boundary between the groups, and 
sometimes the result of each stimulation can only be classified with difficulty. Further 
in one and the same animal, when the sensory stimulations were repeated several times, the 


effects do not belong necessarily to only one group ” ((1), p. 192). 

For the sensory researches 30 Cats (urethane 25 and ether 7) in the 
first paper 1) and 5 cats in the ether essay 3) were employed. Of them un- 
mistakable positive results were gained: V of Cat 16, IIT & V of Cat 29, 
III, V & VII of Cat 30, ITT of Cat 31, ITT, V, VII of Cat 32, TV & 
VI of Cat 10, IIT & V of Cat 11, ITT & V of Cat 12, IIIT & V of Cat 
14, V of Cat 15, V of Cat 23, IIT of Cat 24, V & VII of Cat 25, ITT & 
VII of Cat 26, III, V & VII of Cat 38, VI of Ether Cat 2, III & VI 
of Ether Cat 3 and III of Ether Cat 5. 

In the majority of cases the output of the stimuli period was double 
or triple that of the non-stimuli stage, and though seldom the former be- 
came four or fivefold of the latter. 

The remaining results are to be taken as negative or doubtful. 
Of about sixty stimuli specimens of Kodama, about half were un- 
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mistakably positive. The fact that two thirds of the cases were under 
urethane and the remainings were under ether being taken into considera- 
tion, his results agree on the whole with ours. 

To sum up, in cats sensory stimulation called forth an augmentation 
of epinephrine output in more than half the cases under urethane narcosis 
and in less than half the cases under ether anaesthesia. As a matter of 
course, Whether such a difference of the results in Kodama and also 
in ours due to the difference of kinds of anaesthesia may be highly 
improbable. In employing ether on one hand and urethane on the other 
hand, to keep the anaesthesia in nearly same degree is very difficult. 
Such a difference in the results, above stated, may possibly be looked as 


due to the degree of anaesthesia. 


II. Experiments on Normal Dogs. 


The dog was first fixed on the table, and then ether was dropped on 
the towel covering the nose of the animal. When narcosis became deep 
enough, the trachea was laid bare, the cannula inserted into it and con- 
nected with the Woulff’s bottle containing ether. Then, the cava pocket 
was prepared, and the median nerve exposed, ligated and cut with the 
central end prepared for stimulation. After elapse of many minutes the 


actual experiment was started. 
ExaAmMPpLe. II. 


24. IT. 1925. Dog 13. 4. 8.0 kilos. 
| | | 
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= = | if = | a | § | ¥ and others 
: = aah | | & | s 
R A 
Wes ( per ) ( per ) | 
| °C) | (°C) \min./|\min. 
| 18 144 | + | + 
Fastened. Etherized. 
| Put cannula into trachea and 
then gave ether with Woulff’s 
| flask, air end of which was 
closed. 
11:40-12:10| Completed cava pocket, with- 
out tying coeliac and mesen- 
| teric arteries. 
0:12 19.0 | 35.5 48 152! + | + | Thermometer under thoracic 
| | | skin. 
0: 13-0: 16 | Prepared left n. medianus. 


— Anaesthesia very deep. 


| 
0:30pm. | 20.0 | 35.0! 60] 168 } - 
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| 
34.5 | 36) 156 | 
35.0 60 180 


Epinephrine output : 


Corneal reflex 





+ 


Experimental process 
and others 


Collected cava pocket blood 


specimens I-V successively, 
after discarded 7.4 c.c. of cava 
pocket blood. 

Anaesthesia very deep. 

Air end of Woulff’s flask 
was opened, 

Collected cava pocket blood 
specimens VI-—X successively, 


| after discarded 4.5 c.c. of cava 


pocket blood. 

Anaesthesia very light. When 
the head was freed, the dog 
lifted it, looked around and 
tried to get out free from 
fastening. 

Final bleeding from abd. aorta. 





Number 
of cava 
pocket 

specimen 





Quantity 


° 
or. 


3.6 
3.5 
4.0 
3.5 


Blood flow (c.c.) 


Duration! Quantity per min. 





of 
collection per 

(sec.) animal 
30 | 6.8 
” 7.2 
" 7.0 
” 8.0 
o 7.0 


kilo 


per 


0.85 
0.90 
0.87 
1.00 
0.87 


Epinephrine output (mgrm.) 


Output per min. 


Quantity | 
contained per per 
in 1 cc. animal kilo 
0.00025 0.0017 0.00021 
0.00025 0.00180 0.00022 
0.00025 0.00175 0.00021 
0.00035 0.00280 0.00035 
0.0003 0.00210 0.00026 


From ten sec. after start of collection to five sec. before end of ll and from beginning 
to the last five sec. of IV 1. N. medianus stimulated, coils 10 cms. apart. No painful signs. 


VI 
Vil 
Vill 
IX 

xX 


| 


| 


2.6 
2.6 
2.9 
2.9 


2.6 


30 5.2 
” 5.2 
” 5.8 
” 5.8 

6.2 


0.65 
0.65 
0.72 
0.72 
0.65 


PF 
| 
} 
} 
| 
| 
| 
| 


0.0013 | 0,00676 0.00084 
0.0019 =| 0.00988 | 0.00123 
0.0012 | 0.00696 | 0.00087 
0.00175 | 0.01015 0.00127 
0.0015 0.00780 | 0.00097 


From beginning of collection to five sec. before end of VUl ard IX, 1. N. medianus 


stimulated. 


Coils 7 cms. apart. 


The stimulations caused violent reactions ; pupils dilated, the animal cried and strug- 


gled, and respiration was accelerated as follows: 


While collection (without stimulation) 


of VI, VIII and X, frequency of respiration per minute 48, 36 and 55; during collection 
of stimulation specimens Vil and IX 96 and 78 per minute. 
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Fig. 8.* a. At 1,2 and 3 adrenaline blood solutions which contained 0.0002 mgrm., 
0.0003 mgrm. and 0.0002 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood were 
respectively applied. 





Fig. 8. b. At 4 adrenaline blood solution which contained 0.0003 mgrm. adrenaline 
chloride per 0.5 ¢.c. of indifferent blood and at 5 and 6 I and Il cava pocket specimen 
solutions were respectively applied. 

I: Decidedly weaker than 0.0003 mgrm. 

If and I practically the same, the difference between them was too small to be detect- 
ed by the segment worked with. 





Fig. 8.c. At 7 adrenaline blood solution which contained 0.0001 mgrm. adrenaline 
chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood, at 8 and 9 ITI and IV c. p. specimen solutions were 
respectively applied. 

Il (Obs. 6): Not much different from 0.0001 mgrm. 

III: Somewhat stronger than 0.0001 mgrm.; a little weaker than IV. 

IV: A little stronger than IIT and a little stronger than V (Obs. 10). 


* See the foot-note on p. 34. 
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Fig. 8.d. At 10 and 12 V and Il c. p. specimen solutions and at 11 adrenaline blood 
solution which contained 0.0002 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood 
were respectively applied. 

V: A little weaker than IV (Obs. 9) ; decidedly weaker than 0.0002 mgrm. 

Il: Decidedly weaker than 0.0002 mgrm.; a little stronger than 0.0001 mgrm. (Obs. 
13). 





Fig. 8. e. At 13 and 15 adrenaline blood solutions which contained 0.0001 mgrm. and 
0.0002 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood and at 14 V ce. p. speci- 
men solution were respectively applied. 

V: Decidedly stronger than 0.0001 mgrm. ; decidedly weaker than 0.0002 mgrm. 





2% 


b Fig. 8. f. At 16 and 18 IV c. p. specimen solution and at 17 adrenaline blood solu- 
tion which contained 0.0001 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood 
were respectively applied. 

IV: Clearly stronger than 0.0001 mgrm. (2 assays); a little stronger than 0.00015 mgrm. 
(Obs. 19) ; decidedly weaker than 0.0002 mgrm. (Obs. 15). 
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Fig. 8. gz. At 19 adrenaline blood solution which contained 0.00015 mgrm. adrenaline 
chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood, at 20 and 21 III and IV c.p. specimen solutions 
were respectively applied. 

III: A little below than 0.00015 mgrm.; and a little weaker than IV. [V: A little 
stronger than IIT; and a little stronger than 0.00015 mgrm. (Obs. 22). 





Fig. 8. h. At 22 adrenaline blood solution which contained 0.00015 mgrm. adrenaline 
chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood, at 23 and 24 V and VII c.p. specimen solutions 
were respectively applied. 

V: About same strength as 0.00015 mgrm., or a very little weaker than it. VII: 
Very much stronger than V. 





Fig. 8.i. At 25, 26 and 27 Vil, IX and VI c.p. specimen solutions were respectively 
applied. 
Vil: A little stronger than IX. IX: A little weaker than VII and a little stronger 
than VI. VI: A little weaker than IX and stronger than VIII (Obs. 28). 
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Fig. 8. j. At 28 and 29 VIII and X cp. specimen solutions were respectively applied. 
At 30 adrenaline blood solution which contained 0.0003 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 
c.c. of indifferent blood was applied. 
VIII: Weaker than IX (Obs. 26); a little weaker than X. X: A little stronger than 
VIII and stronger than 0.0003 mgrm. 
Fig. 8. k. At 31 and 33 X and VIII c.p. specimen solutions were respectively applied. 
At 32 adrenaline blood solution which contained 0.0004 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 
4 c.c. of indifferent blood was applied. 
X: Decidedly stronger than 0.0003 mgrm. (Obs. 30) and unquestionably stronger than 
0.0004 mgrm. VIII: Unquestionably stronger than 0.0004 mgrm. and stronger than 
0.0005 mgrm. (Obs. 34). 
: 
; 
Fig. 8.1. At 34 and 36 adrenaline blood solutions which contained 0.0005 mgrm. und 
0.0007 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood were respectively applied. 
At 35 VIII specimen solution was applied. 
VIII: A little stronger than 0.0005 mgrm.; but a little weaker than 0.0007 mgrm. 
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Fig. 8.m. At 37 and 39 VIII and X c.p. specimen solutions were respectively ap- 
plied. At 88 adrenaline blood solution which contained 0.0005 mgrm. adrenaline chloride 
per 0.5 c.c. of indifferent blood was applied. 

VIII: Decidedly weaker than 0.0007 mgrm. (Obs. 36) and decidedly stronger than 
0.0005 mgrm. X: Stronger than 0.0005 mgrm.; remarkably weaker than 0.001 mgrm. 

Obs. 40). 





Fig. 8.n. At 40 and 42 adrenaline blood solutions which contained 0.001 mgrm. and 
0.00075 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood were respectively applied. 
At 41 Vil c.p. specimen solution was applied. 

Vil: Decidedly weaker than 0.001 mgrm.; decidedly stronger than 0.00075 mgrm. 





Fig. 8. 0. At 43 and 45 Vil c.p. specimen was applied. At 44 adrenaline blood solu- 
tion which contained 0.0008 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood was 
applied. 

Vil: Decidedly stronger than 0.00075 mgrm. (Obs. 42); decidedly stronger than 0.0008 


mgrm. 
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c 





Fig. 8. p. At 46 Vil c.p. specimen solution and at 47 adrenaline blood solution which 
contained 0.0009 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood were applied. 
Vil: Decidedly stronger than 0.0009 mgrm. 





Fig. 8. q. At 48 and 50 VI cp. specimen solution and at 49 adrenaline blood solution 
which contained 0.00075 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood were 
respectively applied. 

VI: Weaker than 0.0009 mgrm. (Obs. 47); a little weaker than 0.00075 mgrm. (2 as- 
says) ; a little stronger than 0.0005 mgrm. (Obs. 51). 





Fig. 8. r. At 51 and 53 adrena! ood solutions which contained 0.0005 mgrm. and 
0.00075 mgrm. adrenaline chloride . u cc. of indifferent blood were respectively ap- 
plied. At 52 IX c.p. specimen solutica was applied. 

IX: Stronger than 0.0005 mgrm. and a little stronger than 0.00075 mgrm. 
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Fig. 8.s. At 54 and 56 IX c.p. specimen solution and at 55 adrenaline blood solution 
which contained 0.001 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood were 
respectively applied. 

IX: A little weaker than 0.001 mgrm. (2 assays); a little stronger than 0.00075 mgrm. 
(Obs. 53). 

To sum up: 

Sample I: Decidedly weaker than 0.0003 mgrm. per 0.5 c.c. and quite same with Sam- 
ple Hl (0.00025 mgrm. in 1 ¢.c.): Sample I was taken as Sample Il, that is.0.00025 mgrm. 
in 1 c.c. 

Sample 1: Not much different from 0.0001 mgrm. per 0.5 c.c.; as strong as Sample I; 
decidedly weaker than 0.0002 mgrm. per 0.5 ¢.c.; a little stronger than 0.0001 mgrm. per 
0.5 c.c.; Sample Il was taken as 0.00025 mgrm. in 1 cc. 

Sample III: Somewhat stronger than 0.0001 mgrm. per 0.5 c.c.; a little weaker than 
IV (0.00035 mgrm. in 1 ¢.c.); a little below than 0.00015 mgrm. per 0.5 c.c.; a little weaker 
than IV (0.00035 mgrm. in 1 ¢.c.): It was assayed at 0.00025 mgrm. in 1 ce. 

Sample [V: A little stronger than IIT (0.00025 mgrm. in 1 c.c.); a little stronger than 
V (0.0003 mgrm. in 1 c.c.); clearly stronger than 0.0001 mgrm. per 0.5 c.c.; decidedly weak- 
er than 0.0002 mgrm. per 0.5 c.c.; a little stronger than 0.00015 mgrm. per 0.5 c.c.; a little 
stronger than IIT (0.00025 mgrm. in 1 ¢.c.); a little stronger than 0.00015 mgrm. per 0.5 
c.c.: Taken as 0.00035 mgrm. in 1 c.c. 

Sample V: A little weaker than IV (0.00035 mgrm. in 1 ¢.c.) ; decidedly weaker than 
0.0002 mgrm. per 0.5 c.c.; decidedly stronger than 0.0001 mgrm. per 0.5 c.c.; decidedly 
weaker than 0.0002 mgrm. per 0.5 c.c.; about same with 0.00015 mgrm. per 0.5 c.c. or a 
little weaker than it: It was assumed as 0.0003 mgrm. in 1 e.c. 

Sample VI: A little weaker than IX (0.00175 mgrm. in 1 c.c.); a little weaker than 
0.00075 mgrm. per 0.5 c.c. (2 assays); stronger than 0.0005 mgrm. per 0.5 c.c.: It was ta- 
ken as 0.0013 mgrm. in I c.c. 

Sample Vil: Very much stronger than V (0.0003 mgrm. in 1 cc.); a little stronger 
than IX (0.00175 mgrm. in 1 ¢.c.); decidedly weaker than 0.001 mgrm. per 0.5 c.c.; decided- 
ly stronger than 0.00075 mgrm. per 0.5 ¢.c.; decidedly stronger than 0.00075 mgrm. per 
0.5 e.c. & 0.0008 mgrm. per 0.5 ¢.c.; decidedly stronger than 0.0009 mgrm. per 0.5 ¢.c.: It 
was taken as 0.0019 mgrm. in 1 e.c. 

Sample VIII: Weaker than IX (0.00175 mgrm. in 1 cc.); a little weaker than X 
(0,0015 mgrm. in 1 ¢.c.); unquestionably stronger than 0.0004 mgrm. per 0.5 c.c.; stronger 
than 0.0005 mgrm. per 0.5 c.c.; a little weaker than 0.0007 mgrm. per 0.5 c.c. (2 assays) ; 
decidedly stronger than 0.0005 mgrm. per 0.5 c.c.: Sample VIII was assayed at 0.0012 


mgrm. in 1 ¢c.c. 
Sample IX: A little weaker than VII (0.0019 mgrm. in 1 ¢.c.); a little stronger than 
VI (0.0013 mgrm. in 1 ec.); stronger than VIII (0.0012 mgrm. in 1 ec.) & X (0.0015 
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mgrm. in 1 ¢.c.); stronger than 0.0005 mgrm. per 0.5 ¢.c.; a little stronger than 0.00075 
mgrm. per 0.5 ¢.c.; a little weaker than 0.001 mgrm. per 0.5 c.c. (2 assays): The sample 
was assayed at 0.00175 mgrm. in 1 c.c. 

Sample X: A little stronger than VITI (0.0012 mgrm. in 1 c.c.); stronger than 0.0003 
mgrm. per 0.5 ¢.c.; decidedly stronger than 0.0003 mgrm. per 0.5 c.c.; unquestionably stron- 
ger than 0.0004 mgrm. per 0.5 c.c.; stronger than 0.0005 mgrm. per 0.5 ¢.c.; remarkably 
weaker than 0.001 mgrm. per 0.5 ¢.c.: It was taken as 0.0015 mgrm. in 1 cc. 

During the first series of successive collections of the cava pocket 
specimens from I to V, the anaesthesia by ether was very deep, the 
air end of the tracheal cannula being closed, so that the dog breathed 
only through the W oulff’s flask containing ether. Muscles flaccid, and 
no corneal reflex. The dog was quite quiescent, and no painful sign 
was called forth by stimulation of the left median nerve. 

As is readily seen from the tracings reproduced, the concentrations of 
cava pocket specimens were generally small. The initial output was 
0.00021 mgrm. per kilo and per minute. Also those of the two non-stimuli 
periods were 0.00021 mgrm. and 0.00026 mgrm. ‘Their concentrations 
were 0.00025 mgrm., 0.00025 mgrm. and 0.0003 mgrm. in 1 c.c. blood. 

Obs. 5 and 6 show that II (stimulation) specimen seems very very 
slightly stronger than I sample of non-stimuli period, but such a small 
difference cannot be estimated by means of the rabbit intestine segment 
method with certainty, therefore practically they must be taken as quite 
similar in epinephrine content. 

IV specimen collected during the second stimulation was decidedly 
stronger than IIT and somewhat stronger than V, both being the speci- 
meus of the non-stimuli periods respectively before and after the stimula- 
tion. The blood flow during the stimulations increased, though only a 
little. 

Thus, an augmenting effect of sensory stimulation was unmistakably 
detected in the Specimen IV, though not great, whereas in Specimen IT no 
effect was seen. 

Then in the latter series of the experiments the air end of the tracheal 
cannula was freed, so that the anaesthesia became far lighter. Stimula- 
tion of the nerve was followed by violent reactions, as crying, struggling, 
rapid and large dilation of the pupils and faster rate of respiration (48 per 
minute (Spec. VI), 36 (Spec. VIII) and 55 (Spec. X) in non-stimuli 
periods and 96 (Spec. VII) and 78 (Spec. IX) during stimulation). 

In this series of collections made under very light anaesthesia, the 
concentration of epinephrine as well as the amount of output per minute 
of the samples of non-stimuli periods were far greater in striking contrast 
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to those in the preceding series which were collected under deep anaesthesia. 
They were 0,0012-0,0015 mgrm. epinephrine in 1 ¢.c. blood respectively 
0,00084—0,00097 mgrm. per kilo of body weight and per minute. Rough- 
ly speaking, they were about 4—5 times those of the former series. 

In this series, the stimulation occasioned an unmistakable increase of 
the epinephrine concentration in both samples VII and LX. Consequent- 
ly the output increased evidently, though not in a marked way. 

All the experiments on 9 dogs, narcotized with ether, are epitomized 


in Table IV. 
TABLE IV 


Effect of sensory stimulation upon epinephrine output 


in normal, anaesthetized dogs. 














.% ~ Blood flow (c.c.) Epinephrine output (mgrm.) 
= & Suk | # — aa 
3 Es Ses = + onttiw . 
5 e oes] *§ las Quantity Output per min. 
= id | a.8 y | 3 =] inn | ¢ = per min. bE ~ 
, a hae cf) & |A%| per | pr | Ses | per per 
A ree ,S ” animal) kilo | ~ ° animal kilo 
(kilos)\ min. } A (sec.) 
Dog 6. 6 | 1:14 Ij; 29] 60 2.9 | 0.48 |0.0017 | 0.00493 | 0.00082 
il 2.5 ” 2.5 | 0.42 | 0.0017 | 0.00425 | 0.00071 
8. XII. Ill 0.7 40 1.0 0.17 | 0.008 | 0.00800 | 6.00133 
1924 1:188) IV} 13!) 90 | 09} 0.14 |0.0045 | 0.00391 | 0.00065 





From 20 sec. before beginning to end of Il, 1. med. n. stimulated. 
Coils 8 ems. apart. During 20 sec. before collection of Il cava pocket 
blood was discarded. Very short time dog struggled, respiration faster. 


1:39 V 2.8 | 60 2.8 | 0.47 {0.0025 | 0.007 0.00116 
vi} 07| 20 2.1 0.35 |0.0025 | 0.00525 | 0.00087 

Vii} 1.8) 60 1.8 | 0.3 0.004 (0.0072 | 0.0012 

VIIT| 0.5} 30 1.0 | 0.17 | 0.0025 | 0.0025 | 0.00042 
-1:438| IX | 1.4] 120 0.7 | 0.12 |0.004 | 0.0028 | 0.00047 


Whole period of VI and VIl, 1. med. n. stimulated. Coils 6.5 cms. 
apart. No remarkable sign of pain. Narcosis deep. 








Dog 7. 13 | 1:11- I 8.2{ 20 | 24.6 { 1.89 {0.00035 | 0.00861 | 0.00066 

: II 82] » | 24.6 | 1.89 | 0.00035 | 0.00861 | 0.00066 

15. XII. 11r| 81] ,, | 243] 1.87 |0.00035 | 0.0085 | 0.00065 
1924 | IV 8.2 ” | 


rc 


“tn 22.5 | 1.73 |0.0004 |0.0090 | 0.00069 
-1:13 | VI| 80] , | 24.0] 1.85 | 0.00035 | 0.0084 | 0.00065 


From the last 5 sec. of III to the last 5 sec. of IV, 1. med. n. stimu- 
lated. Coils 8 cms. apart. Anaesthesia light. Signs of pain markedly ; 
struggling, dilatation of pupils and faster respiration. 


1:32- | VII 48 | 20 14.4 | 1.11 {0.0009 | 0.01296 | 0.00099 
VIII| 50] ,, 15.0 | 1.15 |0.0009 | 0.0135 | 0.00104 

mi 49! « 14.7 | 1.13 |0.0011 | 0.01617 | 0.00124 

yi “fi « 14.1 | 1.10 | 0.00115 | 0.01621 | 0.00125 
XI| 44] ,, 13.2 | 1.01 |0.001 | 0.0132 | 0.00101 


5 | 
| 


235 1.89 | 0.00055 | 0.01353 | 0.00104 
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es 3 ts Blood flow (c.c.) {Epinephrine output (mgrm.) 
~— = ews |S 
E = 3.83 Sw | Se Quantity | | dei aie ait 
g ‘ad ele: > | 88 permin. | po . utput per min. 
=« | > leRpel as] = | Ss — 523 
3 Ss i"S° 1 Sei 6 | ga Ey & 
a faa) Sse] § ES geo- 
eS oF! 3 1|Q°| per | per | SEc per per 
A hours ) a 4 Ce | animal] kilo | ~ °™ | animal | kilo 
(kilos)|( min. : | A | (sec.) | 
| -1:34 | x1 | 43| , | 1209 | 0.99 |0.001 | 0.0129 | 0.00099 
From the last 5 sec. of VIII to the last 3 sec. of X, 1. med. n. stimu- 
| lated. Coil distance 6 cms. Anaesthesia light. Muscle tone +. Signs 
of pain at beginning of stimulation markedly. 
Dog 8. | 10 56- | I { 45) 20 | 13.5 1.35 | 0.00035 | 0.00472 | 0.00047 
Qo | te ee | 3.2 | 1.32 | 0.00035 | 0.00462 | 0.00046 
23. XII. ; UW) 45 » | 13.5 | 1.35 | 0.00035 | 0.00472 | 0.00047 
1924 | | WV) 42) » | 12.6 | 1.26 0.00035 0.00441 | 0.00044 
.. .¥ 3.4 el 10.2 | 1.02 | 0.00045 | 0.00459 | 0.00046 
—58 VI 3.5 - | 10.5 | 1.05 | 0.00045 | 0.00472 | 0.00047 
From the last 5 sec. of II to the last 5 sec. of IV, 1. med. n. stimu- 
lated. Coils 9 cms. apart. Signs of pain not remarkable. Anaesthesia 
| deep. 
1:18- | VIT| 4.5) 30 | 9.0) 0.9 {0.0004 {0.0036 {0.00036 
| Wi TB! « 15.0 | 1.5 | 0.00025 | 0.00375 | 0.00037 
Ix 6.9] , 13.8 | 1.38 | 0.00037 | 0.00414 | 0.00041 
X 6.4 ” 12.8 | 1.28 | 0.0003 | 0.00384 | 0.00038 
xI 64) ,, 12.8 | 1.28 | 0.0003 | 0.00384 | 0.00038 
| Mi GAL we 12.8 | 1.28 | 0.0005 | 0.0064 | 0.00064 
-1:213| XIII Be) ow 11.4 | 1.14 | 0.0005 | 0.0057 | 0.00057 
From beginhing of collection to the last 5 sec. of VIll, X, and XI, 
1. med. n. stimulated. Coil distance: For Vill and X 8 cms., for X11 6 cms. 
No remarkable sign of pain. Narcosis deep. 
Dog 9. | I 3.5 0 6.6 | 0.73 {0.00065 | 0.00429 | 0.00048 
° II 3.7 mi 7.4 | 0.82 |0.0010 | 0.00740 | 0.00082 
12. I. il 3.6) » 7.2 | 0.80 | 0.0008 0.00576 0.00064 
1925 | IV Set wa 7.2 | 0.80 |0.0008 | 0.00576 | 0.00064 
V 3.5 ” 7.0 | 0.78 | 0.0007 | 0.00490 | 0.00054 
-50 VI| 38] , 7.6 | 0.84 |0.0008 | 0.00608 | 0.00067 
From the last 5 sec. of II to the Jast 5 sec. of Ill, and from the last 
5 sec. of IV to the last 5 sec. of V, 1. med. n. stimulated. Coils 9 ems. 
apart. Signs of pain markedly ; respiration faster, convulsive move- 
ments of fore-arms. 
Dog 10 8.1 | 1: 10$- I| 7.0{ 30 14.0 | 1.72 | 0.00015 | 0.0021 | 0.00026 
-_ ; Bh @8i «@ 12.6 | 1.55 | 0.00025 | 0.00315 | 0.00039 
20. I. | il S21 « 10.4 | 1.29 | 0.00030 | 0.00312 | 0.00038 
1925 | Iv} 50| ” | 100| 123 {0.00025 |0.0025  |0.00031 
Vi 45 ” 9.0 | 1.11 | 0.00025 | 0.00225 | 0.00028 
vi 4.6 ” 9.2 | 1.12 0.00025 |0.0023 | 0.00028 
| -1: 14 | VII 5.0 - 10.0 | 1.23 | 0.00020 |0.002 | 0.00025 
From the last 5 sec. of IT to the last 5 sec. of Il, and from the last 
10 sec. of IV to the last 10 sec. of VI, 1. med. n. stimulated. Coils 9 cms. 
| apart. Anaesthesia deep. No remarkable painful signs during stimu- 
lation. 
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No. of animal 


Dog 12. 
a7. Ti. 


1925 


Dog 13. 


24. IT. 


1925 


























~|s % " z Blood flow (c.c.) Epinephrine output (mgrm.) 
= 323 Es | Sg | Quantity | Output per min 
PB | 2ecl es > | £8 per min. co —— 
> |eRS| es] S | SB Ses 
2/4 |cel @ | &3 g2- 
we | ee QA] per | pr | SE per per 
4 2 ~ janimal] kilo | ~ °” | animal kilo 
(kilos)|\ min. /| A | (sec.) | | 
26 | 1:43- | 4.0| 15 | 16.0 | 0.61 | 0.0002 | 0.0032 | 0.00012 
|-1:433) IT} 40] ,, | 160] 0.61 |0.0002 |0.0032 | 0.00012 
| 1:55 III | 7.8 | 30 | 15.6 | 0.6 | 0.0002 | 0.00312 | 0.00012 
IV | 35] 16 | 14.0 | 0.54 | 0.00025 | 0.0035 | 0.00013 
VY) 75| 30 | 15.0 | 0.58 0.0005 | 0.0075 | 0.00029 
Vi 8.0 | ” 16.0 | 0.61 |0.0005 (0.0080 | 0.00031 
VII}; 66; , 3.2 | 0.51 |0.0003 | 0.00396 | 0.00015 
1: 572/ VIII 7.5 i 15.0 | 0.58 | 0.0008 | 0.0045 | 0.00017 
From the last 10 sec. of V to the last 10 sec. of VI, 1. med. n. stimu- 
lated. Coils 8 ems. apart. Signs of pain slightly. Narcosis moderately. 
8 40- I 40; 30 | 80 1.0 {0.0007 {0.0056 {0.0007 
II 3.9 » | 7.8 | 0.97 |0.0007 | 0.00546 | 0.00068 
III 3.5 ee 7.0 | 0.87 | 0.001 0.007 ‘| 0.00087 
IV; 49 » | 98 | 1.22 | 0.001 0.0098 | 0.00122 
Vi 39) 4 | 7.8] 0.97 [0.0009 | 0.00702 | 0.00088 
43 VI 4.0 aS 8.0 | 1.00 | 0.00085 | 0.0068 | 0.00085 
From the last 5 sec. of ITI to the last 5 sec. of IV, 1. med. n. stimu- 
lated. Coil distance: 10 cms. Signs of pain slightly. Anaesthesia deep. 
58- VII 2.5 | 30 5.0 | 0.62 {0.0011 | 0.0055 | 0.00069 
Vill 3.1 » | 6.2 | 0.77 0.0013 0.00806 0.00101 
IX 2.3 ” 4.6 | 0.57 0.0014 0.00644 | 0.0008 
1:00 X 2.0 » 4.6 | 0.50 |0.0012 | 0.0048 | 0.0006 
From the last 10 sec. of VIIl to the last 10 sec. of IX, 1. med. n. 
stimulated. Coil distance: 8 cms. Signs of pain slightly. Anaesthesia 
deep. 
8 59- | I 34{ 30 | 68 | 0.85 | 0.00025 {0.0017 | 0.00021 
i 36 =, | 72] 09 | 0.00025 | 0.0018 | 0.00022 
ITI 3.5 a 7.0 | 0.87 | 0.00025 | 0.00175 | 0.00021 
| Wl 2 e 8.0 | 1.0 0.00035 | 0.0028 | 0.00035 
13144 .V}] 36] » 7.0 | 0.87 |0.0003 | 0.0021 | 0.00026 





From 10 sec. after beginning to the last 5 sec. of Il and from begin- 


ning to the last 5 sec. of IV, 1. med. n. stimulated. 


No signs of pain. 


1:21- VI 
| Vil 
iVITII | 
| 1x] 
-1:233] X/ 


Coil distance: 10 ems. 


Anaesthesia deep. 

2.6 | 30 5.2 | 0.65 10.0013 | 0.00676 | 0.00084 
2.6 - 5.2 | 0.65 | 0.0019 | 0.00988 | 0.00123 
29! ,, | 5.8] 0.72 {0.0012 | 0.00696 | 0.00087 
2.9 » | 5.8 | 0.72 | 0.00175 | 0.01015 | 0.00127 
2.6) , | 5.2] 0.65 |0.0015 | 0.00780 | 0.00097 


From beginning of collection to the last 5 sec. of Vil and IX, 1. N. 


med. stimulated. 


cried and struggled to get free from fastening. 
Anaesthesia very light. 


Coil distance 7 cms. 


Signs of pain very violent; dog 
Respiration faster. 
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. 3 Blood flow (c.c.) |Epinephrine output (mgrm.) 
mn | an 2k | = aa ae 
Ss | #2 |Sss S ity ‘ 
= 7) } es 3 as | a Quantity | Output per min. 
E BP |/ 2s] st] b 5.5 per min. be. 
¢ ~ = "tp => & om = -- 2 = be 
.S = bas 5&5 |AR? per | per ZB Ss per | per 
oe go eC - animal) kilo | ~ ° animal |_ kilo 
i( kilos) min. | 4 (sec.) 
Pe ee PE ey Py pes ee ee " 9 
Dogi4.| 8 50- | I 3.5 | 20 10.5 | 1.31 0.0004 0.0042 | 0.00052 
g ll 3.9 * 11.7 | 1.46 0.0004 0.00468 0.00058 
26. II. | | -51 Ill 3.0 me 9.0 | 1.12 (0.0004 | 0.0036 | 0.00045 
1925 | 


Anaesthesia was very deep. Il: Stimulation of]. med.n. Distance 
of coils 10 ems. No remarkable signs of pain. 


| 1: 6- IV 3.0 | 20 9.0 | 0.12 {0.0010 | 0.0090 | 0.00112 
| V 2.1 w 6.3 0.79 0.0035 (0.02205 0.00276 
VI 1.5 - 4.5 > 0.56 |0.0010 |0.0045 | 0.00056 
Vil I. ” 4.8 | 0.60 0.0035 [0.0168 06.0021 


_ oS 


-1:7j | VIIl 2. | 6.3) 0.79 |0.0020 | 0.0126 | 0.00157 

Anaesthesia was light, the air end of Woulff’s flask being freed. 
From beginning to the last 5 sec. of V and Vil, 1. med. n. stimulated. 
Coil distance 10 cms. Remarkable signs of pain. 


” 


| 1: 16- IX 5.1 30 10.2 .27 10.0005 {0.00510 | 0.00067 
} X 4.9 ” 9.8 | 1.22 | 0.0004 (0.00392 | 0.00049 
-1:173| XI 4.6 a 9.2 | 1.15 |0.0004 | 0.00368 | 0.00046 


Anaesthesia yery deep. From beginning to the last 5 sec. of X, 1. N. 
med. stimulated. Coil distance 8 cms. No remarkable signs of pain. 


In about twenty stimulation experiments, there were a relative large 
number of negative results, that is about half of the whole (II & VI-VII 
of Dog 6; ITI-IV, VIIL& X of Dog 8; TIT & V of Dog 9; III, V & VI 
of Dog 10; II of Dog 15 and II & X of Dog 14). In nine experiments the 
augmentation of epinephrine output caused by sensory stimulation was 
plainly visible (IV of Dog 7; V-VI of Dog 11; IV & VITI-IX of Dog 12; 
IV, VII & IX of Dog 15; and V & VII of Dog 14), though not markedly 
so; only in Dog 14 it was rather remarkable. IX-—X samples of Dog 7 
and XII of Dog 8 may be taken as doubtful cases. 

If the latency and after-effect are taken into consideration in judging 
the results, some more cases may be taken as positive, but the decisions 
were made as above, since the existence of reflex augmentation of epine- 
phrine output is the point at issue. 

In some dogs the degree of anaesthesia was changed according to the 
series of collections, then the augmenting effect of stimulation was detected, 
as a rule, under light anaesthesia, contrary to the case of deep narcosis. 

Of about sixty stimulation samples Kodama, 29 instances (III of 


Dog 1; VII & XII of Dog 5; III, V & VII of Dog 9; ITI-I'V of Dog 10, 
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IV of Dog 12; VII-VIII of Dog 13; all samples of Dogs 14, 15 & 16; 
VII, XI & XIII of Dog 18; V of Dog 8; III of Dog 17; III of Dog 
3 and IV of Dog 4) gave a quite clear acceleration of epinephrine out- 
put, whereas 8 instances (VI & VIII of Dog 12; X of Dog 13; III, V & 
IX of Dog 18; IIT of Dog 8 and IV of Dog 6) may be taken as doubtful, 
and the remaining were negative. Ina few cases the augmentation was 
remarkable, i.e. triple, fourfold, or even five fold of the non-stimuli period 
was reached. 

On the whole the percentage of positive cases in the present investiga- 
tions well agrees with that of Kodama. In the cases of Kodama the 


degrees of the augmentations were somewhat greater than ours. 


III, Experiments on De-afferented Dogs. 


In order to avoid as much as possible any anaesthesia and any sensory 
stimulation in preparing the cava pocket and collecting the blood specimens, 
naturally excepting sensory stimulation as the object of experiment, de- 
afferented dogs were employed by Kodama, and really the region, where 
the cava pocket preparation is made, that is the abdominal wall as well as 
abdominal viscera were de-afferented. Augmenting effect of sensory stimu- 
lation upon the epinephrine output in the de-afferented dogs was quite re- 
markable and found invariably, contrary to the anaesthetized dogs. 

Now, our experimental results on the de-afferented (the dorsal roots on 
both sides from the IV. thoracic to the II. lumbar cord were previously 
sectioned) agree with those of Kodama as the following examples and 
Table V show. 

ExampLe III. 
Dog 17. 

13. V. 1924. 13.5 kilos. L,.—D, dorsal spinal roots severed. 

26. 1.1925. 12.5 kilos. D.-D, _,, o" as - 

23. 11. 1925. 12.5 kilos. Hind legs somewhat ataxic. 





| _ |_- | 
| oO ms | 
2 | 9/-8!/64 
s | sims | | 
na = oa = | fs DD 
s= | nel 2% 3 
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sie S2is2| Sel om | . . 
Time ma Ral og : Experimental process and others 
= Siem le | 
z | i) es | = | 
| | | . 
| ( per i per ) 
(°C) | (°C) \\min./\min., 











1:15 p.m. Fastened ; during fastening the dog excited 
1:18 21.0 | 24} 204 | and cried 
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| oa 
S E 
e| el psi 
a B re £ = «A 2 
sei SE) Sh) ce 
Time & zB ma 2 S $ |< Experimental process and others 
§| g|c id 
per ) ( per ) 
(°C) | (°C) bx min. 
1:20-1:43 | | Completed cava pocket, without ligation of A. 
| coeliac and A. mes. sup. Operation around 
| | the suprarenal glands and especially the 
| ligation of the abdominal aorta produced 
| | reactive movements. 
1:44 | L. N. med. prepared. 
2:13 | 21.5 | 39.0 48 | 204 | Dog often excited, struggled and cried. 
2:22 | 22.0} 39.0 12 | 210 | Dog quiet. 
2: 37 | Collected cava pocket blood specimens I-V 
| | successively, after discarded 5.9 c.c. of cava 
| pocket blood. 
2:50 21.5 | 38.5 18 | 192 
3:07 Collected cava pocket blood specimens VI-X 
successively, after discarded 3.8 c.c. of cava 
| pocket blood. 
3:12 21.0 | 38.5 24 198 
3:30 Final bleeding from abd. aorta. 





Epinephrine output : 





| Blood flow (c.c.) Epinephrine output (mgrm.) 














Number |———— . nreciatndieate 
of cava | Duration | | Qu: untity per min. | Quantity | Output per min. 
pocket , of es — — — 
- Quantity | oa contained 
specimen ’ eiltection!| per | per ey per per 
(sec.) | animal kilo a animal kilo 
I 3.2 | 20 9.6 0.77 0.0005 0.0048 0.00038 
ll 3.4 ” 10.2 0.82 0.0030 0.0306 0.00245 
III 3.6 ” 10.8 0.86 0.0007 0.00756 0.00060 
IV 3.8 ” 11.4 0.91 | 0.00175 0.01995 0.00160 
V 3. | ” 9.3 0.74 0.0006 | 0.00558 | 0.00045 


From beginning to the last five sec. of collection of Il and IV 1. N 
Coils 9.5 cms. apart. Signs of pain remarkable; dog cried and struggled. 


came faster. 


vI 
vil 
Vill 
IX 

X 


From beginning to the end of Vil and IX ]. N. med. stimulated. 


Respiration faster ; remarkable signs of pain. 


20 


8.7 
8.7 
9.3 


8.4 
8.4 


0.70 
0.70 
0.74 
0.67 
0.67 


0.0010 
0.0035 
0.0008 
0.00375 
0.0008 


0.00870 
0.03045 
0.00744 
0.03150 
0.00672 


. med. stimulated. 


Respiration be- 


| 0.00070 
| 0.00245 
| 0.00059 

0.00252 
| 0.00054 


Coils 7 cms. apart. 
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Fig. 9.* a. At 1 adrenaline blood solution which contained 0.0008 mgrm. adrenaline 
chloride per 0.5 c.c. of indfferent blood, at 2 adrenaline blood solution which contained 
0.0005 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood and at 3 I ¢.p. specimen 
solution was applied. 

I: Very much weaker than 0.0005 mgrm.; very much weaker than Il (Obs. 4). 





Fig. 9. b. At 4 Il c.p. specimen solution, at 5 adrenaline blood solution which con- 
tained 0.001 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 cc. of indifferent blood and at 6 IV c.p. 
specimen solution was applied. 

Ii: Very very much stronger than I (Obs. 3) and much stronger than 0.001 mgrm. 
IV: Somewhat weaker than 0.001 mgrm.; far stronger than 0.0005 mgrm. (Obs. 7). 





Fig. 9.c. At 7 and 8 adrenaline blood solutions which contained 0.0005 mgrm. and 


0.00075 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 ¢.c. of indifferent blood respectively and at 9 IV 
c.p. specimen solution were applied. 
IV: Somewhat stronger than 0.00075 mgrm.; far stronger than V (Obs. 10). 


* See the foot-note on p. 34. 
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Fig. 9.d. At 10 V cp. specimen solution, at 11 adrenaline blood solution which con- 
tained 0.0003 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood and at 12 I cp. 
specimen solution was applied. 

V: Much weaker than IV (Obs. 9); decidedly weaker than 0.0003 mgrm. (but V was 
applied in succession to a very strong sample, therefore inhibitory effect did not developed 
sufficiently. Compare Fig. 9.e). I: Slightly weaker than 0.0003 mgrm.; slightly stronger 
than 0.0002 mgrm. (Obs. 13); just in the middle of 0.0003 mgrm. and 0.0002 mgrm. 





Fig. 9. e. At 13 and 15 adrenaline blood solutions which contained 0.0002 mgrm. and 
0.0003 mgrm. of adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood and at 14 V cp. 
specimen solution were respectively applied. 

V: Stronger than 0.0002 mgrm.; almost the same as 0.0003 mgrm. (Compare Fig. 9. 


d). 





Fig. 9. f. At 16 and 18 adrenaline blood solutions which contained 0.0004 mgrm. and 
0.0003 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood respectively were applied 
and at 17 III c. p. specimen solution was applied. 

III: Weaker than 0.0004 mgrm.; only very slightly stronger than 0.0003 mgrm. (Obs. 
18 & 15); somewhat weaker than VI (Obs. 19). 
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Fig. 9. g. At 19 and 21 VI c.p. specimen solution and at 2) adrenaline blood solution 
which contained 0.0005 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood was 
applied. 

VI: Stronger than 0.0003 mgrm. (Obs. 18); not different from 0.0005 mgrm. (Obs. 


19 & 21); very very much weaker than VII (Obs. 22). 





Fig. 9.h. At 22 and 24 Vil and Il c.p. specimen solutions respectively and at 23 the 


adrenaline blood solution which contained 0.0015 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of 
indifferent blood were applied. 
Vil: Very much strongr than VI (Obs. 21); much stronger than 0.0015 mgrm. 
Il: Almost as strong as 0.0015 mgrm.; stronger than 0.00125 mgrm. (Obs. 25); weak- 


er than 0.00175 mgrm. (Obs. 26). 





Fig. 9. i. At 25 and 26 adrenaline blood solutions, which contained 0.00125 mgrm. and 
0.00175 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood respectively were applied. 
At 27 Vil c.p. specimen solution was applied. 

Vil: Almost as strong as 0.00175 mgrm.; stronger than 0.00125 mgrm.; and very much 
stronger than VIII (Obs. 28); somewhat weaker than IX (Obs. 29). 
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Fig. 9. j. At 28, 29 and 30 VIII, IX and X c.p. specimen solutions respectively were 
applied. 

VIII: Very much weaker than Vil (Obs. 27) and IX. IX: Somewhat stronger than 
Vil (Obs. 27); very much stronger than VIII and X. X: Very much weaker than IX; 
weaker than 0.0005 mgrm. (Obs. 31); stronger than 0.0002 mgrm. (Obs. 32). 





Fig. 9. k. At 31 and 32 adrenaline blood solutions which contained 0.0005 mgrm. and 
0.0003 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood respectively were applied. 
At 33 VIII c.p. specimen solution was applied. 

VIII: Stronger than 0.0003 mgrm.; weaker than 0.0005 mgrm.; very much weaker 
than 0.002 mgrm. (Obs. 34). 





Fig. 9.1. At 34 and 36 adrenaline blood solution which contained 0.002 mgrm. and 
0.0015 mgrm. adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood respectively were applied. 
At 35 IX ¢.p. specimen was applied. 

IX: Weaker than 0.002 mgrm.; stronger than 0.0015 mgrm. 
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Fig. 9.m. At 37 and 39 adrenaline blood solutions which contained 0.00175 mgrm. 
adrenaline chloride per 0.5 c.c. of indifferent blood were applied and at 38 IX ¢.p. specimen 
solution was applied. 

IX: Stronger than 0.00175 mgrm. (2 assays) ; probably as strong as 0.001875 mgrm. 

Since the differences of the epinephrine content between the stimulation samples and 
non-stimuli samples in this dog were remarkable, a small number of estimations was 
quite sufficient for the purpose of comparison. : 

To sum up the results of estimations for each sample : 

Sample I: Very much weaker than 0.0005 mgrm. per 0.5 e.c.; very very much weaker 
than Il (0.003 mgrm. in 1 cc.); slightly weaker than 0.0003 mgrm. per 0.5 c.c.; slightly 
stronger than 0.0002 mgrm. per 0.5 c.c.: It was taken as 0.0005 mgrm. in 1 c.c. 

Sample 1: Very very much stronger than I (0.0005 mgrm. in 1 ¢.c.); much stronger 
than 0.001 mgrm. per 0.5 ¢.c.; almost as strong as 0.0015 mgrm. per 0.5 c.c.; stronger than 
0.00125 mgrm. per 0.5 c.c.; weaker than 0.00175 mgrm. per 0.5 cc.: It was assayed at 
0.003 mgrm. in 1 c.c. 

Sample III: Weaker than 0.0004 mgrm. per 0.5 c.c.; only very slightly stronger than 
0.0003 mgrm. per 0.5 ¢.c. (2 assays); a little weaker than VI (0.001 mgrm. in1lcec.): It 
was taken as 0.0007 mgrm. in 1 c.c. 

Sample IV: Somewhat weaker than 0.001 mgrm. per 0.5 c.c.; far stronger than 0.0005 
mgrm. per 0.5 ¢.c.; somewhat strenger than 0.00075 mgrm. per 0.5 c.c.; far stronger than V 
(0.0006 mgrm. in 1 ¢.c.): It was taken as 0.00175 mgrm. in 1 c.c. 

Sample V: Much weaker than IV (0.00175 mgrm. in 1 ¢.c.); decidedly weaker than 
0.0003 mgrm. per 0.5 c.c. (see note on Fig. 9. d); stronger than 0.0002 mgrm. per 0.5 c.c.; 
almost same as 0.0003 mgrm. per 0.5 c.c.: It was taken as 0.0006 mgrm. in 1 cc. 

Sample VI: Stronger than 0.0003 mgrm. per 0.5 c.c.; not different from 0.0005 mgrm. 
per 0.5 ¢.c. (2 assays); very very much weaker than VIl (0.0035 mgrm. in leec.): It was 
assayed at 0.001 mgrm. in 1 ¢.c. 

Sample Vil: Very snuch stronger than VI (0.001 mgrm. in 1 ¢.c.); much stronger than 
0.0015 mgrm. per 0.5 c.c.; as strong as 0.00175 mgrm. per 0.5 c.c.; stronger than 0.00125 
mgrm. per 0.5 ¢c.c.; very much stronger than VIII (0.0008 mgrm. in 1 c.c.); somewhat 
weaker than IX (0.00375 mgrm. in 1 ¢.c.): It was taken as 0.0035 mgrm. in | c.c. 

Sample VIII: Very much weaker than Vil (0.0035 mgrm. in 1 c.c.); very much 
weaker than IX (0.00375 mgrm. in 1 c.c.); stronger than 0.0003 mgrm. per 0.5 ¢.c.; weaker 
than 0.0005 mgrm. per 0.5 ¢.c.; very much weaker than 0.002 mgrm. per 0.5 cc: It was 
assumed as 0.0008 mgrm. in 1 c.c. 

Sample IX: Somewhat stronger than VII (0.0035 mgrm. in 1 ¢.c.); very much strong- 
er than VIII (0.0008 mgrm. in 1 ¢.c.); very much stronger than X (0.0008 mgrm. in 1 
c.c.); weaker than 0.002 mgrm. per 0.5 c.c.; stronger than 0.0015 mgrm. per 0.5 c.c.; a little 
stronger than 0.00175 mgrm. per 0.5 c.c. (2 assays): It was taken as 0.00375 mgrm. in 1 


c.c. 
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Sample X: Very much weaker than IX (0.00375 mgrm. in 1 ¢.c.); weaker than 
0.0005 mgrm. per 0.5 c.c.; stronger than 0.0003 mgrm. per 0.5 ¢.c.: It was taken as 0.0008 
mgrm. in 1 c.c. 

In the former series of Example ITI, the epinephrine concentrations of 
the non-stimuli samples were 0.0005 mgrm. to 0.0007 mgrm. in 1 ¢.c., and 
those of two stimulation samples 0.003-0,00175 mgrm. in 1 ¢.c., that is 
2.5-6 times the non-stimuli samples. The blocd flow increased during the 
stimulation only a little. The degree of acceleration of epinephrine output 
during the stimulation did not therefore materially differ from that of 
epinephrine content. 

It is scarcely necessary to say that the reactions or behaviour of the 
non-anaesthetized dog to the sensory stimulation were quite violent and long 
lasting, in striking contrast to the deep anaesthetized one. 

In the latter series of experiments, the epinephrine concentration of 
the three non-stimuli blood specimens was 0.0008-0.001 mgrm. in 1 c.c. 
blood and the epinephrine output 0.0007, 0.00059 and 0.00054 mgrm. per 
kilo and per minute. The stimulations of the left median nerve caused a 
quite remarkable increase of the both, the concentration and output, that 
is, they were 0.0035 mgrm. and 0.00375 mgrm. in 1 c.c. blood, respectively 
0.00245 and 0.00252 mgrm. per kilo and per minute. They were there- 


fore four times those of the control specimens. 


Example IV.* 
Dog 20. 
7. TV. 1925. 12.6 kilos. L,—D,y dorsal spinal roots severed. 
27. IV. 1925. 12.0 kilos. D,-D, _,, - = * 
1. V. 1925. 11.5 kilos. Hind legs somewhat ataxic. 


* 





























- 
4 =| | 
2 & | wo $ 
seine! Se\#s 
SE(SE| 22 (s% 
$k) 5281/22] 2 
Time me Re as 4 Experimental process and others 
5 A -| 8 
2 = 
(2) a 
(°C) | (°C) \min./)\min. 
Tadd ae Se eames 
9:00 a.m. 16.0 | 38.7 30 | 180 | The dog stood shivering. 
9:05 | 24) 148 | Pastend; during fastening the dog cried sor- 
| rowfully and somewhat struggled. 
9: 30-9 : 55 | | Made cava pocket, A. coel. & A. mesent. sup. 
also tied. The dog relatively quiet. 


| Region of abdominal aorta somewhat sensi- 
tive. 
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i | 2/58/83 
Eu l|>e|eftlue 
$2132 | 86| 54 
Time me) aS = Fg = Experimental process and others 
$| 8s = 
| | 
( per )\( per ) 
} (°C) | (°C) |\min./\ min. 
10: 00 | 16.0 | 33.2| 18| 186 
10:10 | | Prepared 1. N. medianus. Struggling and 
crying. Profuse salivation. 
10:15 16.0 38.5 15 168 | 
10: 25 | | Collected cava pocket specimens from I to 
| V successively with and without stimula- 
| tion of 1. N. med., after discarded 10.5 c.c. 
| of cava pocket blood. 
10:3 16.0 | 38.5 18 162 | 
10: 43 | | Collected caya pocket specimens from 
| VI to X successively with and without 
| | stimulation of 1. N. med., after discarded 
| | 10.5 cc. of cava pocket blood. 
10: 50 16.0 | 38.3} 18] 168 | 
11:07 16.0 | 38.4 24 | 162 Final bleeding from abdominal aorta. 





Epinephrine output : 





Blood flow (c.c.) Epinephrine output (mgrm.) 


























Number | iia etal — 
of = — Quantity per min. | Quantity |_ Output per min. La. 
Bas ” Quantity} 4°"): | | contained | 
specimen “ |collection) per | per “og pr per | per 
(sec.) | animal |_ kilo sat animal kilo 
I | 8.3 | 30 16.6 1.44 0.00013 | 0.00216 0.00019 
no | 9.3 | » | 186 1.62 | 0.00027 | 0.00502 | 0.00044 
III | 9.3 | ” 18.6 1.62 0.00013 | 0.00242 0.00021 
Iv | 8.0 | » | 162 1.39 | 0.0004 | 0.00640 | 0.00056 
y | £0}; » %| 0 1.39 | 0.00013 | 0.00208 | 0.00018 


From beginning of collection to the last five sec. of Il and IV 1. N. med. stimulated. 
Coils 10.5 cms. apart. Signs of pain markedly, pupils dilated to maximum, respiration 
faster. Struggling, crying. 


VI | 6.6 30. | 132 {| 1.15 | 0.0001 0.00132 | 0.00011 
Vil 8.2 o 16.4 1.43 | 0.0002 0.00328 | 0.00028 
VIII 6.2 ‘ 12.4 | 1.08 | 0.0001 0.00124 | 0.00011 
1X 6 | »« 12.0 | 1.04 | 0.0004 0.0048 | 0.00042 
xX 7.0 | = 14.0 1.22 | 0.0001 0.0014 0.00012 


From beginning of collection to the last 5 sec. of Vil and IX 1. N. med. stimulated. 
Coils 10 cms. apart. Its stimulation caused violent reactions; pupils dilated, the animal 
cried “ py” “py” and struggled, respiration was accelerated as follows: while collection 
without stimulation of VI, VITI and X 18, 24 and 21 per minute, during collection of VII 
and IX with stimulation, 72 and 66. 


Epinephrine content in the cava pocket specimens in this example 
was assayed on cat’s denervated eye ; condenced experimental data were 


as follows: 
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j43. V. 192: 
; 20. V. 1925 >. 
lan. V. 1925. 
3.6 grms, urethane by stomach tube. 
Fastened ; then put a cannula into r, external jugular vein for injection, 


Left superior cervical ganglion removed, 
Both splanchnics severed. 








vw 








Time 


hour :)\ 
min. 


:16 
: 20 
: 23 


: 28 





Quantity of adrenaline 
chloride of cava pocket 
specimen injected § 


(mgrm. or c.c.) 


0.0001 
VI 20 
VI 20 

0.0002 

0.0004 
Vil 2.0 

0.0002 

VIII 2.0 
IX 2.0 
0.0004 

X 20 
0.0002 

X 2.0 

IX 2.0 
0.0008 

IX 2.0 
0.0006 
VIII 2.0 
Vil 2.0 

0.0008 
VI 2.0 

0.0002 

0.0004 

0.0006 

0.0008 

0.0010 

0.0015 

0.0050 

I 15 

i» 
= -« 

IV ” 
Vv ” 
Vv ” 
IV ” 
= ma 
I ” 





Initial width of pupil 


— 
= 
i) 
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gS se 8 ios & of E 
2 Bes | Sos = 5.2 5 
3 RGB /R38.| sys | & 
Se | 825 |(ed¥s' 63 | SF 
- 38 2285) S85 ae 
J aas |S 5 8) . ot a 
rs » Foor) 38 os 
c oa w -- ow = ~ © 
a er 8 |H0en2 27e a 
3 eG |ees° sia | 2 
B | Re |232 (abd | § 
=_ Hox (HEE & = 
(sec.) (sec. ) (mm.) | (mm.) 
7 10 1.0— 0.5— 
7 10 1.5 1.0 
6 9 15+ 1.0 
6 9 1.5 1.0 
6 10 2.5+ 2.0+ 
7 10 2.5 2.0+ 
5 10 1.5 1.0 
10 1.5— 1.0— 
9 3.5+ 3.0+ 
10 2.5 2.0+ 
9 1.5 1.0 
9 1.5 1.0 
9 1.5 1.0 
8 4.0+ 3.5+ 
8 4.0+ 3.5+ 
9 4.0 3.5— 
10 3.5— 3.0— 
10 1.5 1.0 
10 3.0 2.5 
10 4.0+ 3.5 
10 1.5 1.0 
1] 1.5+ 1.0 
10 3.0 — 2.5— 
9 3.5 3.0 
5 4.0+ 3.5 
9 4.5+ 4.0 
8 5.5+ 5.0 
8 9.0 8.5— 
14 2.0 1.0 
13 3.0 2.0 
12 1.5+ 0.5+ 
10 4.0 3.0 
14 2.0 1.0 
13 2.5 1.0 
3 5.0 3.5 
14 2.0+ 1.0 
10 3.0+ 2.0+ 
11 2.5— 1.5— 


§ Adrenaline blood solution which was injected for comparison: T yro de’s solution 3.0— 


tion a c.c. (a < 
and Tyrode’s solution 1.0 c.c. for the former half, and c.p. blood 1.5 c.c. and Tyrode’s 


solution 1.5 c.c. for the latter half. 


2a—2.0c.c. (or 1.5 c.c. for the latter half of assays), double T y rode’s solution a c.c., indif- 
ferent blood from Dog no. 20 2.0 c.c. (or 1.5 c.c. for latter half), adrenaline chloride solu- 


or = 0.5). Cava pocket blood solution for injection: c.p. blood 2.0 cc. 
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In one (p. 65-67) of the de-afferented dogs, the cava pocket bloods were 
not determined by means of the rabbit intestine segment method, but by the 
denervated eye reaction (only the superior cervical ganglion was removed) 
of the previously doubly splanchnectomized cat. The latter method is 
satisfactorily available for the determination of epinephrine in the blood 
as well as in the extract. The details of the method will de reported on 
another occasion. 

In the former series of experiments on this dog, the nerve stimulation 
occasioned an increase of epinephrine content from 0.00013 mgrm. in 1 c.c. 
to 0.00027-0.0004 mgrm. in 1 ¢.c., and of epinephrine output from 0.00018 
—0,00021 mgrm. to 0.00044 and 0.00056 mgrm. per kilo and per minute. 
So, the stimulation more than doubled the epinephrine concentration in the 
pocket blood and the rate of epinephrine output. 

In the latter series, the results were nearly the same as the former, or 
somewhat more remarkable than it. The epinephrine concentration was 
0.0001 mgrm. in 1 ¢.c. of the non-stimuli samples, and 0.0002 and 0.0004 
mgrm. in 1 ¢.c. of the stimulation specimens, and the output per kilo of body 
weight and per minute was 0.00011 and 0.00012 mgrm. for the non-stimuli 
periods and 0.00028 and 0.00042 mgrm. during stimulation. 


TABLE V. 
7 
Effect of sensory stimulation upon epinephrine output in 
de-afferented, non-anaesthetized dogs. 


























s teu | x Blood flow (c.c.) Epinephrine output (mgrm.) 
3 = |ee~Sie | Te Cuantte | TCA eg 
a | 6 eae | &§ | Pre Quan «4 Output per min. 
S |] > | See) 88) & ) sy Pe bes 
¢ > | 58 oa 3 (ee Se? 
S } ais? tee 8 4 s | &s | Ba | 
A) - Se s | 4 z per | per Sa’. | per per 
a | ery : ad animal] kilo | © ®&"~ | animal kilo 
(kilos )/\ min. ) A (sec.) 
| | - 
Dog 15.| 8.2 | £10. V. 1924. 9.0 kilos L,—D, dorsal spinal roots severed. 
2 | iio . Bhs «+ . le 
o7 I | 
1995. | 44j- | I| 45{ 30 9.0 | 1.10 (0.0012 {0.0108 | 0.00132 
i ll 5.4] o 10.8 | 1.32 | 0.0025 | 0.0270 | 0.00329 
lI | 3.7 | i 7.4| 0.90 |0.0025 | 0.0185 | 0.00225 
| IV 45) » 9.0 | 1.10 | 0.0025 (0.0225 | 0.00274 
| tl 5.6 | 0.68 |0.0030 | 0.0168 | 0.00205 
vi 42) w 8.4 | 1.02 | 0.0040 | 0.0336 | 0.00410 
| <8 | VIEl STI «© 5.4 | 0.66 |0.0045 | 0.0243 | 0.00296 


| 

| During whole period of Hl, from the last 5 sec. of III to the last 5 
| sec. of IV, and from the last 10 sec. of V to the Jast 10 sec. of VI, 1. N. 
| med. stimulated. Reactions to stimulation very markedly, dog cried 
| sorrowly, moved violently and respiration faster and shallower. 





a 


a ee 











a 





No. of animal 


1925 


Te ee 
t 
_ 
eo 
Vo) 
to 
or 





Dog 18. 


3. ITT. 
"1925 








Dog 16. 


28. I. | 






































Effect of Sensory Stimulation upon Epinephrine Output. IIT. 69 
* 3 ~ Blood flow (c.c.) [Epinephrine output mgrm. ) 
Z| ge3/2 — 
3} @83|]¢e,. Sea Quantity 
: 2's g ag - os | per mt a. | Output per min. 
> | eee] be) 21 ee 444 >——__—_ 
2°) Se) = | | a 3- 
se) 58 1 AS | per | per | 52. | per per 
ee eC = animal kilo | “ ° | animal kilo 
((kilos)|\ min. A | (see.) | 
1:10- | VIII | 16| 90 | 32} 039 ) | | 
IX | | if ” 2.2 | = 0.0050 | 0.0110 | 0.00134 
X| 07] ,, | 14] 0.17 |0.0040 | 0.0056 | 0.00068 
Mi G9) « 1.8 | 0.22 0.0060 (0.0108 | 0.00131 
-1:123| XII} 03] ,, 0.6 | 0.07 | 0.0105 | 0.0063 | 0.00077 
Whole period of IX, and from beginning to the last 5 sec. of XI, 1. N 
med. stimulated. Signs of pain very violent. Coil distance throughout 
this experiment 9 cms. 
9.5 | §25. IV. 1924. 9.8 kilos. — Dy, dorsal spinal roots severed. 
23. V. 1924. 9.2 ,, D—-D, , - - 
57 I 74{ 30 | 14.8 1.56 (0.0003 {0.00444 | 0.00047 
| 1 8.4) . | 16.8] 1.77 0.0006 | 0.01008 | 0.00106 
I) 67} , | 134| 141 |0.0004 |0.00536 | 0.00056 
ee .. 8.7 * 17.4 | 1.83 | 0.0006 | 0.01044 | 0.00106 
V 80, ,» | 60) 14 10.0002 |0.0032 | 0.00034 
vi 7.0 ” 14.0 1.47 (0.0012 | 0.0168 | 0.00177 
| Vil 8.4 * 16.8 | 1.77 |0.0009 | 0.01512 | 0.00159 
| VIII 7.0 ic 14.0 | 1.47 | 0.0006 0.0084 | 0.00088 
| 614 IX! 7.0! ,, | 14.0} 1.47 |0.0006 (0.0084 | 0.00088 
From beginning to end of Hl, from the last 5 sec. of IIT to the last 
5 sec. of IV, and from the last 10 sec. of VI to the last 10 sec. of Vil, 1. N. 
med. stimulated. Coils apart 9 cms. Signs of pain very markedly, dog 
cried and struggled violently. 
12.5 J 14. V. 1924. 13.5 kilos. L,—D, dorsal spinal roots severed. 
‘| 26. 1.1925. 12.5 ,, D-D » ” ” ” 
| 1:17- | I 3.2 | 2 9.6 | 0.77 |0.0005 {0.0048 {| 0.00038 
ll 3.4 » | 10.2 | 0.82 |0.0030 (0.0306 | 0.00245 
4 IIl| 36] ,, | 10.8 | 0.86 |0.0007 | 0.00756 | 0.00060 
| WW) 38 » | 114 | 0.91 | 0.00175 | 0.01995 | 0.00160 
|-1:183) v{ 31] ” | 913} 0:74 |0.0006 |0.00558 | 0.00045 
From beginning to the last 5 sec. of Il and IV, 1. N. med. stimulated. 
Coils 9.5 cms. apart. Signs of pain remarkable, dog cried and struggled. 
Respiration became faster. 
| 1: 47- VI 2.9 | 20 8.7 | 0.7 | 0.0010 | 0.00870 | 0.00070 
Vii; 2.9 ” 8.7 | 0.7 | 0.0035 | 0.03045 | 0.00245 
Vit 211 « 9.3 | 0.74 | 0.0008 | 0.00744 0.00059 
IX | 2.8 ” 8.4 | 0.67 | 0.00375 0.0315 0.00252 
1: 483 xX 2.8 * 8.4 | 0.67 |0.0008 | 0.00672 | 0.00054 
From beginning to end of Vil and IX, ]. N. med. stimulated. Coils 
7 cms. apart. Remarkable signs of pain. 
11.2} £22. I. 1925. 13.0 kilos. L,—D, dorsal spinal roots severed. 
aio ma. Bees lel ltl 
1:28 I | 34 {| 20 | 10.2 { 0.91 [0.0005 (0.0051 | 0.00045 
| 3.4 ” 10.2 | 0.91 | 0.00125 | 0.01275 | 0.00114 
| III 2.4 » | 7.2) 0.64 | 0.0004 .00288 | 0.00026 
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Dog 19. 14.5 
23, III. 


1925 





Dog 20. 11.5 | 
*] ' 
21. V. 


1925 











a | s Blood flow (c.c.) Epinephrine output (mgrm.) 
eo, & | - 
See ez | Quantit 
See | *S ae ow Output per min. 
eofEk ev - a) e . ae | I I 
2 et a " &.S per min. 
Eso | GE = i ae Sos 
s BOE | ages -. | a cr ae 
mx” | Se S | oe B34 
<= ow s a | r~ acm 
© s | As | per | per | 3é per | per 
hours ‘) 2 ~ | animal! kilo |~ ° | animal | kilo 
min. }| 4 (sec.) | } 
IV | 20 9.3 | 0.83 | 0.001 0.0093 0.00083 
~1 : 26§ V S87 8.4 | 0.75 |0.0005 0.0042 | 0.00037 


From the beginning to the last 5 sec. of Il and IV, ]. N. med. stimu- 
lated. Coils 9 cms. apart. Signs of pain violent, respiration became 
faster, pupils dilated to utmost. Dog struggled to get out free and cried. 





20. I. 1925. 17.0 kilos. L,—D, dorsal spinal roots severed. 
11. 6S, OR ltl le 
. eo | bad ' 

1 | oat) Fe] 3 |} 42| 028 |0.0015 | 0.00615 | 0.00043 
1:10- | WI} 25] 3 | 5.0 | 0.34 {0.00125 | 0.00625 | 0.00043 
| V| 24] » 4.8 | 0.33 | 0.0030 | 0.0144 | 0.00099 
V 26| %, | 52| 0.36 |0.00225 |0.0117 | 0.00081 
-1:12| VIj| 25] ,, | 50] 0.34 |0.0015 |0.0075 | 0.00052 





Stimulation from the last 8 sec. of collection of ITI to the end of 
that of IV continuously, and during collection of V with on and off. 
Signs of pain very violent. 

1:38- {| VII 2.5{ 30 5.0 | 0.84 {0.00175 | 0.00875 | 0.00060 
Vill 221 »« 4.4 | 0.30 | 0.00225 | 0.00990 | 0.00068 

IX Ll « 3.8 | 0.26 | 0.00175 | 0.00665 | 0.00046 

xX 2.3 - 4.6 | 0.32 0.0025 (0.01150 | 0.00079 

1:403|; XI 2.2 - 4.4 | 0.30 | 0.00175 | 0.00770 | 0.00053 


From beginning to the last 5 sec. of collection of VII, 1. N. med. 
stimulated continuously, and during that of X with on and off. Coil 
distance 8 cms. in every stimulation. 


f 7. 1V. 1925. 12.6 kilos. L,— Dy dorsal spinal roots severed. 
\ 27. IV. 1925. 12.0 ” D.- D, ” ” ” ” 
55 I 8.3 | 30 16.6 | 1.44 {0.00013 {0.00216 | 0.00019 
il 9.3 » | 18.6 | 1.62 | 0.00027 | 0.00502 | 0.00044 


i} 93 > 4, | 186, 1.62 | 0.00013 | 0.00242 | 0.00021 
IV) 80, ,, | 16.0 1.39 0.0004 [0.0064 0.00056 
BTR) vi so| ,, | 16.0! 1.39 | 0.00013 | 0.00208 | 0.00018 


From beginning of collection to the last 5 sec. of Hl and IV, 1. N. 


| med. stimulated. Coils 10.5 ems. apart. Signs of pain markedly; pupils 


1:13- | VI{ 66, 30 


dilated to maximum, respiration faster. Struggle and crying. 

13.2 1.15 | 0.0001 {0.00132 | 0.00011 
| Vit 82) » | 16.4] 1.43 | 0.0002 | 0.00328 0.00028 
\VIII| 62) ,, | 124! 1.08 |0,0001 | 0.00124 | 0.00011 
ix! 60) ” | 12.0! 1.04 |0,0004 | 0.00480 | 0.00042 

1:153} X! 70] ,, | 14.0] 1.22 |0,0001 | 0.00140 | 0.00012 


From beginning of collection to the last 5 sec. of Vil and IX, 1. N. 


| med. stimulated. Coils 10 cms. apart. Violent reactions to stimulations; 





pupils dilated to maximum, the dog cried and struggled, respiration ac- 
celerated. 

Epinephrine content in the cava pocket blood specimens in Dog 20 
was assayed on cat’s denervated eye. All other cases by rabbit’s intestine 
segment method. 
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As is readily seen from Table V, the sensory stimulation called forth 
an acceleration of the epinephrine output in every de-afferented dog. In 
Dog 15 the increase of epinephrine output was caused chiefly by an accelera- 
tion of blood flow; in Dogs 16, 18 and 19 mainly by an increase of the 
epinephrine concentration in the suprarenal vein blood. In Dog 18 the 
blood flow increased, though only a little. 

On the whole, the epinephrine outputs during the nerve stimulations 
were 2-5 times those of the non-stimuli periods. Only VIIT sample of 
Dog 19 did not differ from the non-stimuli samples. In the paper of Ko- 
dama, there are also 5 negative instances (XV of Dog 1, XI-XII of Dog 
2, XVII of Dog 7, V-VI of Dog 9 and XI-XII of Dog 10) out of 37 
examples. But, there was no de-afferented dog which gave throughout 
negative results, in both the investigations of Kodama and those of our- 
selves. In the de-afferented dogs of Kodama the acceleration of epineph- 
rine output was also unmistakable and sometimes quite remarkable. 

Generally speaking, the effect of sensory stimuli upon the epinephrine 
output from suprarenals reveals itself invariably in the non-anaesthetized 
dog, whereas anaesthesia diminishes or further abolishes it. 

To sum up the whole experimental results: In cases of anaesthetized 
vats the sensory stimulation called forth an acceleration of the epinephrine 
output in about half of them, the epinephrine content of the blood from the 
suprarenals being increased. 

The results of the assays on dogs under ether narcosis were similar to 
those of the anaesthetized cats. 

Contrary to the cases of the anaesthetized dogs, we were able to find an 
augmenting influence of sensory stimuli upon the epinephrine output in 
every de-afferented dog, and in the far larger majority of stimulations. In 
the anaesthetized dogs positive cases were founed only under half of stimu- 
lations. 

These results agree with those of Kodama on sensory stimulation and 
harmonize with his findings on the influence of anaesthesia upon the 
epinephrine output. 

Further, these results harmonize well with the general action of anaes- 
thesia upon the reflex actions. A change of conditions in the spinal cord 
may induce a reversal of reflexes; the state of the centre is unquestionably 
a factor which has some importance in determining the result of reflex 
stimulation. The representatives of agents inducing the reversal of reflexes 
are really anaesthesia, fatigue, etc. on the one hand, and strychnine on the 


other hand. Anaesthesia, fatigue and asphyxia have an action of the same 
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nature upon the nerve fibre or the muscle. But, as regards the susceptibility 
to these factors, the nerve fibre and muscle are far inferior to the central 
nervous system. For instance, that the splanchnicus stimulation calls forth 
an evident augmentation of epinephrine output by no means proves the 
integrity of the central organ in its relation to the epinephine output. 
That strychnine can cause an acceleration of epinephrine output in anaes- 
thetized animals has been definitely observed by Stewart and Rogoff, 
and also by one of us (Watanabé). But, these data cannot be taken as 
evidence of the integrity of the centra concerning the epinephrine output 
in the anaesthetized animal. 

That strychnine poisoning augments the reflex output of epinephrine 
from the suprarenals and anaesthesia diminishes it harmonizes well with 
the general influence of these drugs upon the reflex actions. 

As stated above, even in anaesthetized animals the reflex output of 
epinephrine can be detected, but not always, and in some diminished magni- 
tude. In order to study the influence of the sensory stimuli upon the 


epinephrine output in the animals, the reflex irritability of which is quite 


or almost sound, general anaesthesia must in the first place be avoided. — 


The fatigue of the centre related to the reflex output of epinephrine must 
also be eluded as far as possible. So, it is advisable to avoid as much as 
possible any superflous sensory stimulation, except those stimulations which 
are the object of experiment. The epinephrine output reflex may be in- 
terfered with by it. Naturally it is scarcely neccessary to add that the 
result of interferrence of sensory stimulations may be either inhibitory or 
augmentory according to circumstances. It is also desirous to avoid tying 
the animal. 

To study the epinephrine output in an altered state of its centre as by 
strychnine, anaesthesia, etc. is another special problem. In the present 
investigations we have chiefly intended to know the effect of stimulation of 
the afferent nerve upon the epinephrine output of the animal, the central 
nervous system of which is as sound as possible. ‘That we were able to 
acknowledge the influence of anaesthesia thereupon may be taken rather as 


a by-product of our investigations. 

We will now summarize the data on the so-called “spontaneous libera- 
tion’? given in the present paper and in the previous papers from our 
Laboratory. The data of anaesthetized animals are epitomized in Table 
VI and those of the de-afferented dogs in Table VII. 
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TABLE VI. 
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Averages of initial output of epinephrine of cats and dogs 


(by cava pocket and rabbit intestine segment method). 





— 


* 
se 
Kind Ne, 
of ig ig 


animal 


Cats (total) 
Aver. | 
Min. | 
Max. 


Cats (Urethane) | 
Aver. 
Min. 
Max. 


Cats (Ether) 
Aver. 
Min. 
Max. | 


Dogs 
Aver. 
Min. | 
Max. 


Epinephrine output 





| Present writers Kodama 
on 18 on 63 
0.00070 0.00077 
0.00023 0.00008 
0.00164 0.00388 
on 9 on 23 
0.00068 0.00053 
0.00034 0.00008 
0.00129 0.00106 
on 9 on 40 
0.00072 0.00090 
0.00023 0.00023 
0.00164 0.003888 
on 13 (Ether) { on 38 (Ether) 
0.00048 | 0.00083 
0.00012 | 0.00022 
0.00082 | 0.00326 
TABLE VII. 


| 


| 
| 


per kilo per min. (mgrm.) 


Stewart and Rogoff 


on 103 
0.000226 + 0.000007 


on 43 
0.000252 


on 60 
0.000207 


on 32 (Ether or 


Ether + Morphine) 
0.000227 + 0.0000096 


Averages of initial output of epinephrine in de-afferented dogs. 


(Cava pocket and rabbit intestine method). 





Epinephrine output per kilo per min. (mgrm.) 





Observer 





Average 
Min. 
Max. 





Present writers 


(6 dogs) | 


Kodama 
(16 dogs) 





| 
0.00069 
0.00038 
0.00132 


0.00072 
0.00005 
0.00180 


As regards the average value of so-called spontaneous liberation of 


epinephrine, the urethanized cats and de-afferented dogs in experiments by 


Kodama and ourselves yielded practically thesame results. Those of etheriz- 


ed dogs in Kodama’s researches were higher than those in ours. Though 


the number of experiments in the present investigations was small and 


consequently it is difficult to say definitely, a tentative explanation of this 


fact may be made by the difference of the depth of ether anaesthesia in 
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contrast to urethane narcosis. Really in Kodama’s experiments on ether- 
ized dogs, sensory stimuli yielded somewhat higher degrees of augmenta- 
tions than ours. 

Generally and roughly speaking, the deeper the anaesthesia, the smaller 
the amount of so-called spontaneous liberation, and also the smaller the effect 
of sensory stimuli upon the epinephrine output. In our experiments we were 
able sometimes to observe a very small initial epinephrine output and the 
inefficacy of sensory stimulation upon the output, when the animals were 
deeply anaesthetised. Under light anaesthesia the same animals gave a far 
larger so-called spontaneous liberation and an increase of output following 
the sensory stimulation. If in an anaesthetized animal the initial epine- 
phrine output be very small, one must rather expect inefficacy of sensory 
stimulation upon the output, while Stewart and Rogoff are simply 
regarding a considerable small initial output in the anaesthetized animal 
as the condition favourable for an increase of output ((7) p. 619). 

The experimental results under deep anaesthesia as regards the so- 
called spontaneous liberation and the effect of sensory stimulation upon the 
output are similar to those of Stewart and Rogoff. 

On the whole the limits of so-called spontaneous liberation in the pre- 
sent investigations and in the papers of Kodama were far larger than those 
of Stewart and Rogoff. The upper limits were far higher than those 
of Stewart and Rogoff, while the lower limits nearly coincided with 
theirs. The “spontaneous liberation” of two dogs out of three of Stewart 
and Rogoff, in which the cava pocket experiment was performed only 
under local anaesthesia, was considerably larger in comparison with other 
generally anaesthetized dogs ((16) p. 236). In their experiments the aver- 
age output for 48 cats under urethane was 0.000252 mgrm. per kilo and 
per minute, and for 60 cats under ether 0.000207 mgrm. ((16) p. 239), just 
the reveres of the data in our Laboratory. Under urethane narcosis, in 
our Laboratory, the so-called spontaneous liberation in cats was somewhat 
smaller, and the effect of sensory stimulation much more evident than under 
ether. (See “As a matter of course, whether such a difference etc.” etc. on 
p- 44). About the same quantity of urethane was dosaged for cats in 
both laboratories, Cleveland and Sendai. According to them, the great 
majority of their animals in their recent paper were lightly anaesthetized 
((7) p. 606). 

At any rate, the mean value of the so-called spontaneous epinephrine 
output in our Laboratory far exceeds that in the Cushing Laboratory. 

That the questions of the Cleveland physiologists on the rabbit in- 
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testine strip method for determination of epinephrine in the blood practised 
in our Laboratory are quite faulty is above fully described; the difference 
in their experimental results and ours is, we believe, real difference in the 
outcomes of the actual experiments on animals. The so-called “spon- 
taneous liberation ” shares also this difference. The narrow limit of the 
spontaneous liberation regardless of either the variety of kind or degree of 
anaesthesia in their observations is one of the grounds which lead them to 
believe in the correctness of their method. 

It is needless to say that the general state of the animals, on which 
the cava pocket experiment is being performed, is very different to the nor- 
mal physiological condition. The general state of the animal already some- 
what differs according to whether it is anaesthetized or not. We purposely 
call the initial epinephrine output in the cava pocket preparation, either 
on anaesthetized animals or non-anaesthetized, de-afferented ones, “ so-called 
spontaneous liberation”; we do not want to be precipitate in omitting the 
term ‘so-called.” 

In the study of the epinephrine output in the normal physiological 
and quite quiet state of the animal, the influence of emotional disturbances, 
and the tying of the animal thereupon are highly interesting and important. 

The initial epinephrine output in the cava pocket experiments in the 
Cushing Laboratory has very narrow limits and a low average value, 
while in our Laboratory it has far wider limits and a high average value. 
Only the lowest values found in both laboratories agree with each other. 

What difference in the experimental conditions practised in both labo- 
ratories is responsible for the difference in the initial output?) And which 
of them are nearer to the normal physiological state of the animal ? 

In the cava pocket experiment on the narcotised animal, there are 
necessarily some conditions, which influence the epinephrine output either 
augmenting or inhibiting it. Anaesthesia has an inhibiting power upon 
the reflex output of epinephrine. Anaesthesia diminished initial output in 
the cava pocket experiments in the present investigations and those in pre- 
ceding papers from our Laboratory. 

There is no ground to induce as a necessary consequence that the nar- 
row limits of the initial output are quite normal physiologically. From 
an analogy cited in the second paper”, the heart rate of cats, which is usually 
variable, was remarkably uniform during cerebral anaesthesia,” the reverse 


can or must be assumed. 


25) G.N. Stewart, Am. J. Physiol., 1907 (08), 20, 422. 
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In conclusion two tables loaded with data of the epinephrine content 
of the suprarenal glands left after the cava pocket experiments are presented. 
One of them is of cats, and the other of dogs. On the whole, the data do 
not materially differ from those of the same nature in the preceding papers 
from our Laboratory. Only the epinephrine content, total quantity as well 
as ratio to the gland weight and to the body weight in the control experi- 
ments was somewhat larger. That excess in comparison with the sensory 
experiments may be explained by the absence of stimulation of the afferent 
nerve. In order to decide this definitely, the number of experiments was 
too few. These amounts and ratios in the control experiments on dogs in 
the present investigations are clearly small compared with those of normal 























dogs.” 
TABLE VIII. 
Epinephrine content of suprarenals of experimented cats. 
~ =. . 

‘ 3 eS) fs 

% = ee | oo ode) ota 

= g P| = PRR r=] § &°o | .& oc 

2 + |e |) 2 so | Fa?) Be | Emel ESE 
g » a | | 5 | ie | @Es| BS | BES | SR, 
3 3 jc i|>i a] 8 |sa,, £8 | S58) foe 
S an i ye S. S aes | a? | &e8!] O38 

; |S |e |e] 2 | ka) & | SSE eee 
| (kilos) (grm.) | (grm.) | (mgrm.) | (mgrm.)| (mgrm.) 

Cats experimented on sensory stimulation. 

Cat 7. {16. XII. (Urethane 3.0 1. 0.218 0.073 | 0.237 1.087 | 0.079 
5 | «(1924 | r. | 0.253 | 0.084 | 0.209 | 0.826 | 0.070 
Cat 8. | 26. I. - 3.3 1. 0.235 | 0.071 | 0.166 | 0.706 | 0.050 
s | 1995 r. 0.245 | 0.074 | 0.166 | 0.677 | 0.050 
Cat 10. | 25. IT. » | 226) 1. 0.205 | 0.063 | 0.232 | 1.131 | 0,071 
; | 1925 r. | 0.285 0.088 0.252 | 0.814 0.071 
Cat 13. | 9. XIT.| Ether | 4.9 1. 0.303 | 0.061 | 0.150 | 0.495 | 0,031 
s | 1924 r. | 0.308 | 0.063 | 0.150 | 0.487 | 0.031 
Cat 14. | a 2. i 4.1 1. 0.343 0.084 0.174 | 0.507 0.042 
5 | 1995 r. | 0413 | 0.101 | 0.175 | 0.424 | 0.043 
Cat 15. | 13. 1. ” 2.5 1. 0.273 | 0.109 | 0.195 | 0.714 | 0.078 
: | 1925 r. 0.318 0.127 0.220 | 0.692 0.088 
Cat 16, | 2. IT. ” 3.0 1. 0.190 | 0.063 | 0.196 | 1.031 | 0.065 
> | 19% r. | 0.225 | 0.075 | 0.192 | 0.853 | 0.064 
Cat 17. | 7. FE. a 3.7 4 0.285 0.105 0.226 | 0.793 0.084 
| 1925 r. 0.295 | 0.111 | 0.218 | 0.736 | 0.081 

3.34 I. 0.257 0.079 0.197 0.808 6.062 

ae t r. | 0.293 | 0.091 0.195 | 0.689 | 0.062 

Maximum epineph- I. 0.343 0.109 | 0.237 1.131 0.084 

rine content || S 0.418 0.127 0.232 0.853 0.088 

Minimum epineph- {| lL. 0.190 0.061 0.150 0.507 0.031 

rine content r. 0.225 0.063 0.150 0.424 | 0.031 


26) Iju. Fujii, Tohoku J. Exp. Med., 1925, 5, 571 (Also see Sakuji Kodama, Ibid., 


1925, 4, 492). 
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No. of animal 


{ 2. ITI 
1925 
19. I. 


1925 


sody weight 


Kind of anaesthesia 
Suprarenal 


Suprarenal 
weight 


(grm.) | (grm.) 


Control experiment cats. 


0.150 
0.160 
0.315 
0.365 


TABLE IX. 


Epinephrine content of suprarenals of the experimented dogs. 





No. of animal 





| 
| 
| 
| 
| 


Minimum epineph- 
rine content 
Maximum epineph- 
rine content 


Date 
Body weight 


Suprarenal 


ee i he 


en in a) 
,e er SS 


ie he 


3 
c~ 
Boe 
£'s 
a 
RD 

(grm.) 


Control experiment dogs. 


0.261 


0.292 | 0.058 


0.50 
0.555 


0.784 
0.991 


0.645 


0.680 


0.547 
0.629 
0.261 
0.292 
0.784 
0.991 


Dogs experimented on sensory stimulation. 


0.345 
0.400 
0.512 
0.481 
0.490 
0.541 


-~I 
ca | 


ght 


r kgrm. of 
content 


»dy wei 
of body weight 


Suprarenal weight 
Epinephrine 
Epinephrine 

content per grm. of 

suprarenal weight 
Epinephrine 
content per kgrm. 


per kgrm. of 
body weight 
Epinephrine 
content 
Epinephrine 
content per grm. of 
Epinephrine 
content per kgrm. 
of body weight 


suprarenal weight 


Suprarenal weight 


os 


(mgrm.) | (mgrm.) | (mgrm.) 
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a ge | 

(kilos) (grm.) (grm. ) (mgrm.) (mgrm.) (mgrm.) 
Dog 9. | 12.1. 9 1. | 0.30 | 0.033 | 0.435 | om 0.048 
| 19285 r. 0.310 | 0.034 040 | 1.290 | 0044 
Dog 10. : aS. 8.1 1. | 0.563 | 0.070 | 0.924 | 0.064 
1925 r. 0.643 | 0.080 a 5 : 0 0.793 | 0.063 
Dog 11. | 29. 1. 26 1. 0.708 | 0.027 | 0.620 | 0.876 | 0.024 
198 r. | 0.768 0.029 | 0.620 | 0.807 | 0.024 
Dog 12. II. 8 lL | 0.380 | 0.047 | 0.330 0.868 0.041 
z 1925 r. 0.350 | 0.044 | 0.340 | 0.971 | 0.042 
Dog 13. | 24. II. 8 L | 0.310 | 0.039 | 0.380 | 1.226 | 0,047 
| 1925 r. | 0.30 0.037 | 0.350 | 1167 | 0.044 
Dog 14. | 26. IT. 8 lL | 0.305 | 0.088 | 0.475 | 1.574 | 0.059 
| 1925 r, | 0415 | 0.052 | 0.525 | 1.264 | 0.066 
Dog 16. | 27. I. 8.2 1 | 0.768 | 0.094 | 0.510 | 0.664 | 0.062 
1925 a 0.803 0.098 0.570 | 0.710 0.069 
Dog 16. | 98 I. 9.5 1. 0.622 0.065 0.555 0.892 | 0.058 
1005 r, 0.572 | 0.060 | 0.454 | 0.794 | 0.048 
Dog 17. | 23. II. 12.5 1. 0.556 | 0.044 | 0.454 | 0.816 | 0.036 
5 1925 r. 0.597 | 0.048 | 0.435 | 0.729 | 0.035 
Dog 18. | 3. III. 11.2 1. 0.440 | 0.039 | 0.417 | 0.948 | 0.037 
5 ‘1925 r. 0.480 | 0.043 | 0.417 | 0.869 | 0.037 
Dog 19. | 23. IIT. 14.5 1. 1.020 | 0.070 | 1.00 0.980 | 0.069 
s } 1925 r. 1.180 | 0.081 | 0.869 | 0.736 | 0.060 
Dog 20. a1. V. 11.5 1. 0.688 | 0.060 | 1.110 | 1613 | 0.096 
> «=|: 1985 r. 0.835 | 0.073 | 1.420 | 1.70 | 0.123 
10.9 1. 0.567 | 0.051 | 0.562 | 1.088 | 0.054 
Average { c | 0578 | 0.056 | 0.564 0.988 | 0.035 
Minimum epineph- 1. 0.300 | 0.027 | 0.290 0.664 | 0.024 
rine content {| r. 0.300 | 0.029 0.275 0.687 0.024 
Maximum epineph- {| 1. 1.020 | 0.094 | 1.110 | 1.613 | 0.096 
rine content { r. 1.180 | 0.098 | 1.420 1.70 0.123 














SuMMARY. 

















In the present paper the rabbit intestine strip method for estimation 
of the epinephrine concentration in blood, practised in our Laboratory, that 
is by Kodama and by us, has been fully illustrated. 
made by Stewart and Rogoff are quite faulty. 

In the present investigations, the cava pocket method for collection of 
the suprarenal vein blood and the rabbit intestine strip method for determi- 
nation of the epinephrine concentration in the sample were employed. Only 
in a single experiment the denervated eye reaction of the previously 
bilaterally splanchnectomized cat was used instead of the rabbit intestine 
strip method. 


The criticisms 
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In the anaesthetized cats and dogs the sensory stimulation called forth 
an augmentation of epinephrine output in about half of the cases. 

In the de-afferented dogs (the dorsal spinal roots on both sides from 
the IV. thoracic to the II. lumbar cord were previously interfered with) 
electric stimulation of the median nerve occasioned clearly an acceleration 
of epinephrine output in every dog, and in the great majority of the stimu- 
lations, a striking contrast to the experiments under anaesthesia. In 
reality the amount of epinephrine output during sensory stimulation was 
sometimes four to fivetimes that in the non-stimuli period. 

Narcosis partially or totally inhibits the reflex output of epinephrine 
from the suprarenals. The epinephrine output during the non-stimuli 
period also diminishes under anaesthesia. 

In order to study the effect of sensory stimulation upon the epinephrine 
output in the ordinal state of the central nervous system, it is highly 


recommended to avoid the use of narcosis. 








Studien uber die Meningokokken. 


IV. Mitteilung. 
Uber die Agglutination gekochter Meningokokken. 


Von 


Dr. Shoji Kondo. 
(GQ m@ © —) 
(Aus dem bakteriologischen Institute der Universitat zu 
Sendai, Direlktor : Prof. Dr. Aoki.) 


I. Einleitung. 


Um Meningokokken zu bestimmen, pflegte ich einerseits ihre mikro- 
skopische und kulturelle Beschaffenheit zu untersuchen, sie anderseits in 
Immunsera agglutinatorisch zu priifen. Die dabei benutzten Sera waren 
zwei polyvalente Sera, welche von dem staatlichen Institute fiir Infektions- 
krankheiten und vom Kitasato’schen Institute hergestellt worden waren, 
und ferner 50 monovalente Immunsera, welche von mir bei Kaninchen so 
hergestellt worden waren, dass sie alle Typen unserer Stimme enthielten. 
Falls dabei der zu untersuchende Stamm in keinem unserer Sera aggluti- 
niert wurde, so stellte ich immer neues Immunserum mit diesem Stamme 
her, um festzustellen, ob er einen neuen Typus darstellt. Im Juli 1923 
isolierte ich von einer Meningitiskranken, namens Kikuchi, einen Stamm 
(Men 170), welcher morphologisch und kulturell typische Meningokokken 
war, aber in keinem unserer Sera agglutiniert wurde. Deshalb immuni- 
sierte ich ein Kaninchen mit diesem neven Stamme. Der Agglutinations- 
titer dieses Serums war so niedrig, dass das Serum selbst nach der 5. 
Injektion den betreffenden Stamm nur bis zu 1: 100 agglutinierte. Die- 
ser Stamm kann also als im echten Sinne schweragglutinable betrachtet 
werden. Da Porges und Prantschoff die Erscheinung beobachtet hat- 
ten, dass schweragglutinable Typhusstiimme durch Kochen bis zu einem 
gewissen Grade leichtagglutinierbar wurden, so stellte ich mit dem obigen 
schweragglutinablen Meningokokken-Stamme folgende Untersuchung an. 


Die Aufschwemmung dieses neu gefundenen Stammes wurde bei 100°C 
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im Wasserbade 30 Minuten lang gekocht. Mit dieser gekochten Auf- 
schwemmung wurde die Agglutinationspriifung wiederholt. Dabei ergab 
sich zu meinem Erstaunen, dass diesesmal die Agglutination sehr stark 
und deutlich und zwar bis zur Titerverdiinnung des Serums, niimlich 
1: 1,000, auftrat, wiihrend sie im Normalserum des betreffenden Kanin- 
chens kaum bis zu 1 ; 50 agglutiniert wurde. Als ich wieder das aggluti- 
natorische Verhalten dieses gekochten Stammes mit den vielen oben ge- 
nannten Sera untersuchte, so ergab sich, dass er in mehreren dieser Sera 
sehr stark bis zum Titer agglutiniert wurde. So wurde festgestellt, dass 
die echten schweragglutinablen Meningokokken ganz leicht agglutinable 


‘ 


wurden, wenn sie bei 100°C 30 Minuten lang gekocht wurden. Die 
Steigerung der Agglutinabilitiit der Meningokokken durch 100°C-Kochen 
ist daher nicht nur fiir sich allein eine merkwiirdige Erscheinung, sondern 
mag auch als ein diagnostisches Hilfsmittel zu benutzen sein. Ich will 


also hier etwas griindlicher auf diese Erscheinung eingehen. 


II. Der Einfluss des 100°C-Kochens auf die Agglutinabilitat 
der Meningokokxen. 


Diese Erscheinung der Steigerung der Agglutinabilitét durch 100°C- 
Kochen, wurde nicht nur bei dem Stamme Men 170, sondern auch noch 
bei anderen Stiimmen, niimlich Men 128(R), Men 82(7) und Men 158(A), 
festgestellt. Diese 3 Stiimme waren im echten Sinne schweragglutinable, 
wurden aber in homologen Sera stark bis zum Titer agglutiniert, wenn 
ihre Aufschwemmungen bei 100°C 30 Minutenlang gékocht wurden. Auch 
bei den scheinbaren schweragglutinablen Stimmen, niimlich Men 130(C), 
Men 134(1) und Men 133(R), welche in homologen Originalsera schwerag- 
glutinierbar, aber in einem anderen Serum (niimlich dem Serum von dem 
Stamme Men 117) ganz leicht agglutinierbar waren, wurde die gleiche Er- 
scheinung beobachtet. Also kann man erkennen, dass sowohl echte schwer- 
agglutinable, als auch nur scheinbarschweragglutinable Stimme ihre voll- 
kommene Agglutinabilitiit wieder bekommen, wenn sie 100°C gekocht wer- 
den. Wie verhalten sich die leichtagglutinablen Stiimme, wenn sie gekocht 
werden? Die Aufschwemmungen der 29 Stiimme wurden im Wasserbade 
von 100°C 30 Min. lang gekocht, und jede in den homologen Immunsera 
agglutinatorisch untersucht. Es ergab sich, das alle diese Stiimme fast. den 
gleichen Agglutinationstiter wie bei der Agglutination mit den nichtge- 
kochten Bakterien zeigten. Die Agglutinabilitit des leichtagglutinablen 
Stammes bleibt also durch Kochen fast unveriindert. Dabei muss bemerkt 
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werden, dass die Aufschwemmungen der Meningokokken nach dem Kochen 
ganz wie vor dem Kochen aussahen, aber bei nur 2 Stémmen, niimlich 
Men 27 und Men 136, durch Kochen so flockig wurden, dass Spontanfil- 
lung auftrat. Die Agglutination der Meningokokken sieht bekanntlich im 
allgemeinen nicht flockig, sondern feinkérnig aus. Indessen sah ich einige 
Stiimme (z. B. den Stamm Men 147) ausnahmsweise flockig, ganz wie 
Proteusbazillen ausflocken. Aber die Agglutination der gekochten 
Meningokokken sieht immer feinkérnig oder sandig und hiirter als die 
nichtgekochten Bakterien aus. Es braucht auch weniger Zeit als bei den 
nichtgekochten Bakterien, um die Agglutination zu vollenden. Ich pflegte 
die Agglutination nach 3 stiindigem Aufenthalt im Brutschrank zu unter- 
suchen und danach in Zimmertemperatur am niichsten Morgen zur 


Bestiitigung den Bodensatz wieder zu untersuchen. 


III. Uber den Einfluss anderer Temperaturen auf die 
Agglutinabilitat der Meningokokken. 


Nach obigen Versuchen ist es sicher, dass durch Kochen bei 100°C 
die erloschene Agglutinabilitiit wieder zum Vorschein kommt. Wie ver- 
hilt sich diese Agglutinierbarkeit, wenn man die Bakterien bei anderen 
Temperaturen erhitzt? In diesem Zweck stellte ich Aufschwemmungen 
von den Stiimmen Men 82(7), Men 128(R), Men 170, Men 158(A), Men 
133(R), Men 130(¢) und Men 154(1) her, welche sich alle in ihren 
homologen Immunsera schweragglutinierbar verhielten. Diese Auf- 
schwemmungen wurden im Wasserbade von verschiedenen ‘Temperaturen, 
niimlich 55°, 65°, 75°, 90° und 100°C erhitzt und in ihren homologen 
Originalimmunsera agglutinatorisch untersucht (Tabelle 1). Dabei ergab 
° 


sich, dass beim Erhitzen von 55°, 65° und 75° geringe Steigerung der 


Agglutinabilitiit der Stiimme nachzuweisen war, erst bei 90° eine ganz 


deutliche. 


Tabelle 1. 








Erhitzende Nicht 

Temperatur} 55°C 65°C | 75°C 90°C 100°C | ~ hi 

. } | erhitzt 

Bakterien 

Men _ 82(7) | 50 | 50 | 200+|/ 500+ 1,000 50— 
»  128(R) 100+; 100+ 200+; 500+; 1,000 | 50 

»  183(R) 50 100+) 100 | 500+) 2,000+) 50 
» 158(A) 200+, 200+) 200 | 5004] 20004) 100+ 

»  180(C) | 200+) 200+} 200 | 200 | 1,000 | 100 

»  134(1) |; 100+) 100 | 100 200+] 1,000+ 50 
170 } 100+} 100 | 100 | 200 1,000 | 50— 
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Falls sie aber bei 100° gekocht wurden, so wurde die Agglutinabilitit 
so bedeutend gesteigert, dass die Agglutination bis zum Titer des betreffen- 
den Serums ganz deutlich auftrat. Ich habe leider keine Gelegenheit ge- 
habt, die Agglutinabilitit der Bakterien, welche bei noch héheren Tem- 
peraturen als 100°C erhitzt wurden, zu beobachten. Dass die Meningo- 
kokken, welche bei 37° 
55° deutlich agglutiniert werden, wurde schon von Kutscher und 


schwach agglutinierbar sind, manchmal bei 
anderen bemerkt. Es fragt sich nun, ob solche schweragglutinablen 
Stiimme, welche durch 100°C-Kochen leichtagglutinabel werden, gerade 
diejenigen sind, welche bei 55°C leichtagglutinabel sind. Deshalb stellte 
ich bei den Stiimmen Men 82(7), Men 82(9), Men 132(c), Men 130(2), 
Men 170 und Men 134(1), welche alle schweragglutinable Stiimme sind, 
je cine Bakterienaufschwemmung dar und teilte diese in 2 Teile. Die eine 
Portion wurde so, wie sie war, (d. h. nicht gekocht,) mit Immunserum ge- 
mischt und im Wasserbade von 55°C 6 Stunden lang steheng elassen, wiih- 
rend die andere Portion nach halbstiindigem Kochen bei 100°C ebenfalls 
mit Serum vermengt und 3 Stunden lang im Brutschrank stehen gelassen 
wurde. Dabei ergab sich, dass die Stiimme Men 82(7) und Men 82(9) bei 
55°C nur bis zu 1: 200, ihre gekochten Bakterien jedoch bis zu 1 : 1,000 


stark agglutiniert wurden (Tabelle 2). 


Tabelle 2. 





ein Tomperster | Agglutination 
, aunt Pees ie adi : ahipaiben 
= Ley, bei 37°C bei 55°C 
Sad Ftp Se ae ane vides 
* Bs rt: - 

— aky Nicht ae ok Nicht 
Bakterien | gekocht Bakt. gekocht Bakt. gekocht Bakt. 
Men 82(7) 50 | 1,000+ 200 
»  82(9) 200 1,000 200 
»  130(C) 100+ | 1,000 200+ 

»  180(2) 100 1,000 1,000 
«a we 50— 1,000 200 
» ~—-134(1) 50 | 1,000+ 100+ 


Auch bei anderen Stiimmen, niimlich Men 170, Men 130(c) und Men 
134(1) war ein ganz gleiches Verhalten nachzuweisen. Aber bei einem 
Stamme, niimlich Men 130(2), welcher, wie der Stamm Men 130(c), aus 
einem Originalstamm Men 130 abstammte, erreichte die Agglutination bei 
55°C den Titer des Serums (1: 1,000), wie bei den bei 100°C gekochten 
Bakterien. Hier muss folgendes hinzugefiigt werden. Beim Falle, wo die 
Meningokokken bei 55°C stiirker als bei 37°C agglutiniert werden, ist es 
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bekanntlich notwendig, die Bakterien und das Immunserum zusammen 
bei 55°C stehen zulassen, denn der Stamm Men 130(2) und sein Immun- 
serum konnten nur ganz schwache Agglutination hervorrufen, wenn sie 
getrennt bei 55-C erhitzt und dann, miteinander vermengt, bei 87°C stehen 
gelassen wurden. Deshalb ist es natiirlich leichtverstiindlich, dass zwi- 
schen der Leichtagglutinabilitit der bei 100°C gekochten Bakterien und der 
stiirkeren Agglutination bei 55°C ein ganz wesentlicher Unterschied be- 
steht. 


IV. Kokto-agglutination der leicht- und schweragglutinablen 
Kolonien, welche aus einem und demselben 
Stamme abstammen. 


Wir sahen schon, dass aus einem Stamme agglutinatorisch ver- 
schiedene Kolonien gebildet werden kénnen. Wie verhalten sich solche ver- 
schiedenen Kolonien gegeneinander, wenn sie bei 100°C gekocht werden ? 

4 Stiimme, niimlich Men 82, Men 128, Men 133 und Men 158, wur- 
den durch Plattenverfahren in Kolonien zerlegt. Yon den einzelnen 8 
Kolonien jedes einzelnen Stammes wurde eine Reinkultur angelegt. Auf 
dieser Kultur wurde eine Bakterienaufschwemmung hergestellt und in 2 
Teile geteilt. Die eine Portion wurde unveriindert und die andere nach 
100°C-Kochen im Originalimmunserum agglutinatorisch untersucht 
(Tabelle 3). Dabei ergab sich, dass alle Kolonien, sowohl leichtaggluti- 
nable als auch schweragglutinable, gleich stark agglutiniert wurden, wenn 
die Bakterien bei 100°C gekocht wurden, wiihrend bei nichtgekochten 
Bakterien die einzelnen Kolonien gegenseitig nicht gleich stark agglutiniert 


wurden. 


Tabelle 3. 





ae Stiimme ‘+ Men 128 | Men 82 Men 133 Men 158 
—_. - =" at a. a oo, Tt oe | 

: dp z= & | 25/] & | 28) & | 2%] E 
Nr. d. Me, | BS es 1esi & cr S 6 e 
: , . “Sth a2 “Ste 2 | a is = tf ae 
Kolonien = vy ¥ =o » | =o y =o ~ 
of of oo of | OL OL of OL 
Kolonie (A) 100 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 200+) 1,000 
9” (B) 100 (1,000 |1,000 |1,000 | 1,000 | 1,000 200+) 1,000 
ae C 100+) 1,000 500 |1,000 (1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 
a D 100+/1,000+| 1,000 {1,000 {1,000 (1,000 {1,000 | 1,000 
” E) 1,000 (1,000 | 1,000 {1,000 | 1,000 (1,000 (1,000 | 1,000 
eo F 100+ 1,000+'1,000 |1,000 | 1,000 — 1,000 200+) 1,000 
os (G) |1,000+!1,000+, 50 /|1,000+ 50 (1,000 |1,000 | 1,C00 


‘i (H) 100+/1,000+! 200 1,000 | 1,000 | 1,000 |1,000 | 1,000 
Stamm als ganzes 100 (1,000 | 1,000 |1,000 |1,000 | 1,000 |1,000 | 1,000 
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Auch bei anderen Stimmen, niimlich Men 12, Men 20, Men 24 und 
Men 29, wurde die gleiche Erscheinung beobachtet. Dabei ist zu beach- 
ten, dass sie nicht im homologen, sondern im heterologen Serum untersucht 


wurden (Tabelle 4). Immerhin muss bemerkt werden, dass bei dem 


Tabelle 4. 





i —_Stiimme | Men 29 Men 24 Men 20 Men 12 
Nina, a. ee ——* _— “— me , -— ae i _ 
‘Bay, | 2B = | 2% 42 ot = Tr = 
Nr.d. | 33 | fe iss 5 13s S oR 
Kolonien \_ | ‘5% % | 8% ° | ae] % ‘eS 3 
“ Nad ® | & | &0 50 tc | & eo bo 
Kolonie (A) 50 | 1,000+ 50 |1,000+) 100 | 1,000 200+ 1,000 
~ (B) 50 | 1,000 50 | 1,000 50 «1,000 200 ~—=—-:1,000 
‘~. (C) 50 |1,000+, 100+) 500 100 (11,0004 200+ 1,000 
” (D) 50 | 1,000 50 1,000 50 1,000 200 1,000 
” (E) 50 | 1,000 50 | 1,000 50 =: 1,000 20) | 1,000 
” F) 50 | 1,000 50 | 1,000 50 1,000 200 ~—- 1,000 
Stamm als ganzes 50 | 1,000 50 1,000 50 1,000 200 1,000 


Stamme Men 24 die Kolonie (C) nach dem 100°C-Kochen etwas schwiicher 
(1: 500) als andere Kolonien (1: 1,000) agglutiniert wurde, und ferner, 
dass die Kolonie (A) nach dem Kochen spontan agglutinierbar wurde, die 
anderen Kolonien dagegen garnicht. 

Nach allen obigen Ergebnissen kann man wohl annehmen, dass die 
agglutinatorisch verschieden differenzierten Kolonien, welche aus einem 
Stamme abgegeben werden, in den meisten Fiillen gleich starke Agglutina- 
bilitat zeigen, wenn sie bei 100°C gekocht werden. Also ist es auch ver- 
stiindlich, dass unter Umstiinden die Kultur, welche bis zu einem gewissen 
Grade agglutinatorische Varianten enthalten mag, auch, wie die gereinigte 
Kultur, zur’ Agglutination brauchbar ist, wenn sie vorher bei 100°C ge- 


kocht worden ist. 


V. Immunologische Beziehung zwischen den gekochten 
und nichtgekochten Meningokokken. 


Dass die bei 100°C gekochten Meningokokken im allgemeinen leicht- 
agglutinierbar sind, ist schon mitgeteilt worden. Wie verhalten sich der- 
artige gekochte Bakterien als Antigen im Tierkérper? Wie verhalten 
sich ferner gekochte und nichtgekochte immunisatorisch gegeneinander ? 
Um diese Frage zu lésen, fiihrte ich folgende Versuche aus, wie man das 
bei uns zu tun pflegt. Aus 4 Stiimmen, niimlich Men 128, Men 158, Men 
82 und Men 133, wurden durch Isolierungsverfahren je 2 Kolonien, eine 


leichtagglutinable und eine schweragglutinable, ausgewihlt, und yon diesen 














86 S. Kondi 


wurden Reinkulturen hergestellt. Diese einzelne Kultur wurde in 2 


Teile geteilt, und der eine davon wurde bei 100°C 30 Minuten lang ge- 
kocht und der andere bei 58° 15 Minuten lang erhitzt. Mit diesen 100°C- 
Bakterien und 58°C-Bakterien immunisierte ich Kaninchen dureh unsere 
reine Immunisierungsmethode. Also wurden 4 Kaninchen mit je einem 
Originalstamm immunisiert. Direkt vor jeder Injektion wurde Blutprobe 
entnommen, um das Serum mit den 4 Kulturen agglutinatorisch kreuz- 
weise zu untersuchen. Nach der 5. Injektion wurden die Tiere entblutet 
und die Sera nochmals genau untersucht. Dabei ergab sich Folgendes 
(Tabelle 5), Bei dem Stamme Men 128 agglutinierten die Sera der ge- 


Tabelle 5. 





1934 1935 1954 1942 


Immunsera | Men 128 Men 128 Men 128 Men 128) 





. > 668 
leicht- | leicht- | schwer- | schwer- | 166 
. 4 aggl. aggl. | aggl. || Men 128 
Bakterien ugg. age] agg gel I fen 128 
aiehe nicht || ate | nicht |} 
—— gekocht | S&*°°™" | pekocht | 
a | ae 
Men 128 (leichtaggl.) gekocht | 1,000 1,000 1000+; 500 1,000 
Men 128 (leichtaggl.) nicht gekocht 200+ 2,000 50 100+) 1,000 
Men 128 (schweraggl.) gekocht 2,000+; 2,000+ 1,000 500 1,000 
Men 128 (schweraggl.) nicht gekocht | 100+ 100+ 100+ 100 50+ 





1943 | 1944 | 1945 1850 





Immunsera Men 158) Men 158) Men 158) Men 158 1771 
leicht- | leicht- | schwer- | schwer- 
Bakterien aggl. | aggl. | aggl. aggl. || Men 158 
utente nicht | — ‘kocht nicht 
geKocn" | gekocht | 8°*°C# gekocht 
l 
Men 158 (leichtagg].) gekocht | 2,000 | 1,000 2,000+) 1,000 | 1,000 
Men 158 (leichtaggl.) nicht gekocht 50 | 2,000 | 50 | 100+) 2,000+ 
Men 158 (schweraggl.) gekocht 2,000 | 1,000 | 2,0004]) 1,000 | 1,000 
Men 158 (schweraggl.) nicht gekocht 200+ 100 100 | 200+ 100+ 
2015 | 2016 | 2017 | 2018 
Immunsera Men 82 | Men 82; Men 82! Men 82 1439 
leicht- | leicht- | schwer- | schwer- ni 
Bekterien aggl. agel. aggl. aggl. Men 82 
gekocht nicht | gekocht | nicht 
gekocht | gekocht 
Men 82 (leichtaggl.) gekocht 1,000 2,000 1,000 2,000 1,000 
Men 82 (leichtagg].) nicht gekocht | 1,000 2,006 1,000 | 2,000 1,000 
Men 82 (schweraggl.) gekoclhit 1,000 | 2,000 1,000 | 2,000+; 1,000 


Men 82 (schweraggl.) nicht gekocht 50— 50- 50—| 50 5D... 
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si 2019 2020 | 2021 | 2050 | 


Immunsera Men 132 Men 133, Men 133, Men 133} 1641 
leicht- | leicht- | schwer-| schwer- | *” 





— aggl. aggl. agg. aggl. | Men 133 
Bakterien “ } nicht a nicht 
genoemt gekocht | gekocht gekocht | 
Men 133 (leichtaggl.) gekocht 2,000 | 5,000 2,000 | 2,000 2,000+ 
Men 133 (leichtagg].) nicht gekocht 200 | 5,000 200+); 2,000 2,000 
Men 133 (schweraggl.) gekocht 2,000 | 5,000 2,000 2,000 2,000 
Men 133 (schweraggl.) nicht gekocht 50 | 50 50 50 50 


kochten Bakterien die beiden gekochten Bakterien sehr stark bis zu 
1: 1,000, wiihrend die nichtgekochten Bakterien darin nur bis unter 
1 ; 200+ agglutiniert wurden. Aber das Serum der nichtgekochten leicht- 
agglutinablen Kolonie agglutinierte sowohl die entsprechenden Bakterien 
als auch die beiden gekochten gleich stark. Endlich agglutinierte das 
Serum der nichtgekochten schweragglutinablen Kolonie die beiden gekoch- 
ten Bakterien, wiihrend seine eigenen Bakterien dagegen darin nicht be- 
einflusst wurden. Dieses Resultat kann auch auf folgende Weise ausge- 
driickt werden. Die gekochten Bakterien wurden in allen 4 Sera stark 
agglutiniert. Die nichtgekochten, leichtagglutinablen Bakterien wurden 
dagegen nur von dem eigenen Immunserum stark beeinflusst, und die 
nichtgekochten, schweragglutinablen Bakterien wurden von allen Sera 
nicht agglutiniert. Bei demStamme Men 158 wurde ein ganz gleiches Ver- 
halten nachgewiesen. Mit dem Stamme Men 82 verhielt es sich ganz 
anders als mit den obigen 2 Fiillen. Die nichtgekochten, schweragglu- 
tinablen Bakterien wurden yon keinem der 4 Sera agglutiniert. Die 
anderen 3 Bakterien wurden dagegen von allen 4 Sera gleich stark bis zu 
1: 1,000 oder 1: 2,000 agglutiniert. Bei dem Stamme Men 133 war es 
wieder anders als bei dem Stamme Men 82. Die Sera der beiden nichtge- 
kochten Bakterien agglutnierten die beiden gekochten Bakterien stark bis 
zu 1:2,000 oder 1:5,000. Die Sera der beiden gekochten Bakterien 
konnten nur die gekochten Bakterien stark agglutinieren, aber die nichtge- 
kochten Bakterien nicht. Die nichtgekochten, leichtagglutinablen Bakte- 
rien wurden in den Sera der beiden nichtgekochten Bakterien stark agglu- 
tiniert, wihrend die nichtgekochten, schweragglutinablen Bakterien in 
keinem Serum beeinflusst wurden. Wenn man hier alle obigen Versuche 
zusammenfasst, so ergibt sich Folgendes. , 

(1) Wenn man mit den 100°C gekochten Bakterien, seien sie nun 
leichtagglutinabel oder schweragglutinabel, Kaninchen immunisiert, so 
kann man immer solche Immunsera gewinnen, welche die entsprechenden 
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gekochten Bakterien stark agglutinieren kénnen. 

(2) Leicht- und schweragglutinable Bakterien, welche aus einem 
Ausgangsstamme gebildet worden sind, verhalten sich gegeneinander hin- 
sichtlich der Agglutinablitit und der antigenen Wirkung im Tierkérper 
ganz gleich, wenn sie bei 100°C gekocht worden sind. Diese gekochten 
Bakterien werden auch immer in den Sera der nichtgekochten, leicht- und 
schweragglutinablen Bakterien stark agglutiniert. 

(3) Nichtgekochte, schweragglutinable Bakterien reagieren in 
keinem der 4 Sera. 

(4) Nichtgekochte, leichtagglutinable Bakterien werden in dem 
eigenen Serum immer stark agglutiniert, aber von den anderen 3 Sera 
nicht immer so beeinflusst, sondern wie folgt. 

(a) Sie werden in den anderen 3 Sera (niimlich den Sera der bei- 
den gekochten Bakterien und des nichtgekochten, schweragglutinablen 
Stamms) nicht beeinflusst, ebenso wie es sich bei den Stiimmen Men 128 
und Men 158 verhiilt. 

(b) Sie werden in dem eigenen Serum und im Serum der nicht- 
gekochten, schweragglutinablen Bakterien agglutiniert, ebenso wie der 
Stamm Men 135. 

(c) Sie werden in allen 4 Sera stark beeinflusst, wie Men 82. 

Nach allen obigen Ergebnissen liisst sich wohl Folgendes schliessen. 
Agglutinatorisch verschieden differenzierte Varianten, welche aus einem 
Meningokokkenstamme abstammten, werden im Originalimmunserum 
leichtagglutinierbar, wenn sie vorher bei 100°C 30 Minuten lang gekocht 
worden sind. Aber hinsichtlich der antigenen Wirkung im Tierkérper 
sind nur die nichtgekochten Bakterien vollkommen, denn nur durch diese 
Bakterien ist solches Immunserum herstellbar, welches immer die oben 
genannten 3 Arten Bakterien, nimlich die beiden gekochten und die 
nichtgekochten, leichtagglutinablen Bakterien sehr stark und im gleichem 
Grade agglutinieren ‘kann. 

Um die Beziehungen zwischen den gekochten und _nichtgekochten 
Bakterien noch eingehender zu unterschen, fiihrte ich bei einigen Stimmen 
den Agglutininabsorptionsversuch aus (Tabelle 6). Bei den Stamme Men 
158 ergab sich Folgendes. Wenn das Serum der gekochten Bakterien von den 
eigenen (niimlich den gekochten) Bakterien erschépft wird, so vermag das 
Serum sowohl die gekochten als auch die nichtgekochten Bakterien nicht 
mehr zu agglutinieren. Wenn das Serum der nichtgekochten Bakterien 
mit den eigenen (niimlich nichtgekochten) Bakterien gesiittigt ist, so kann 
das Serum beide Bakterien nicht mehr agglutinieren. Aber wenn man 
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Tabelle 6. 
2019 2020 
; | (Men 133 leichtaggl.\ | /Men 133 a) 
Immunsera ( gekocht ) ( nicht gekocht 
erschOpft mit erschépft mit 
- 2019 | 2020 
| Men 133 | Men 133 | Men 133 | Men 133 
Bakterien (leichtagg]. Jeichtaggl. (leichtaggl.) (leichtaggl.) 
| nicht rekocht nicht ew 
| gekocht | 8°*0¢ gekocht _ 
Men 133 (leichtaggl.) 200 200+ 200 200 2,000+! 5,000 
gekocht 4 
eo (leichtaggl.) | 50) - P . 
on 133. f 00 5,000 200 5,000 
Men 133 vont gekocht ; - ae ne _ 
\ | 1943 | 1944 
? Men 158 leichtaggl. Men 158 leichtaggl. 
Immunsera | ( gekocht ) ( nicht gekocht ) 
erschépft mit erschépft mit 
| 1943 1944 
Men 158 | Men 158 | Men 158 | Men 158 | 
a leichtagg].)(leichtaggl. Jeichtagg].) leichtaggl. 
nicht niiinaiie nicht aitine 
gekocht — gekocht B 
Men 158 (leichtaggl.) 200 50 1004 200 2,000 | 2,000+ 
gekocht ’ 
xo (leichtagg].) Side , . 
an 158 \ 50 50 00+ 2,000 50 2,000 
Men 16 nicht gekocht : . a ’ , ’ 
2015 2016 
: (Men 82 leichtaggl. Men 82 leichtaggl. 
Immunsera | ( gekocht ) ( nicht gekocht ) 
erschépft mit erschépft mit 
_ 2015 2016 
Men 82 Men 82 Men 82 Men 82 
a (leichtaggl. Jeichtaggl. leichtaggl. Jeichtagg1. 
| nicht | ew nicht ainahin 
| gekocht B gekocht — 
Men sz (leichtaggl.) 100 50+ 50 100 1,000 | 1,000 
gekocht 
Men gg (leichtaggl.) 50 50+ 50+ 1,000 1,000 | 2,000+ 


nicht gekocht 


das Serum der nichtgekochten Bakterien mit den gekochten Bakterien er- 


schépft, so wirkt das Serum auf die nichtgekochten Bakterien gleich stark 


wie vor der Absoption, wiihrend es auf die gekochten Bakterien nicht 


mehr stark wirken kann. Wenn das Serum der gekochten Bakterien von 


den nichtgekochten Bakterien erschépft wird, so kann das Serum sowohl 
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die nichtgekochten als auch die gekochten Bakterien nichtagglutinieren. 
Ganz gleiches verhalten wurde bei 2 anderen Stiimmen, niimlich Men 133 
und Men 82, nachgewiesen. 

Nach den obigen Ergebnissen kann man Folgendes schliessen. Die 
nichtgekochten, leichtagglutinablen Bakterien werden im Serum der ge- 
kochten Bakterien nicht immer stark agglutiniert, indessen vermégen 
sie die Sera der gekochten Bakterien immer vollstiindig zu erschépfen. 
Die gekochten Bakterien kénnen dagegen das Serum der nichtgekochten, 
leichtagglutinablen Bakterien solcher Agglutinine, welche die nichtgekoch- 
ten Bakterien stark agglutinieren kénnen, nicht berauben, obwohl sie sonst 
in demselben Serum ebenso stark reagieren. Nach allen obigen Ergebnis- 
sen kann man wohl vermuten, dass die Meningokokken durch 100°C 
Kochen gesteigerte Agglutinabilitiit bekommen, indessen keine ganz be- 
sondere Stelle einnehmen. Aber ihre agglutininbildende Wirkung im 
Tierkérper wird wahrscheinlich durch 100°C-Kochen unvollkommen. Es 
ist gleichzeitig auch nachgewiesen, dass dem Zustandekommen der Agglu- 
tination gekochter Bakterien auch die Bindung der Bakterien und der Ag- 
glutinine vorangehen muss. 

Wie schon in der IJ. Mitteilung berichtet, wurden unsere 45 
Meningokokkenstiimme agglutinatorisch in 13 Typen eingeteilt. Wie ver- 
halten sie sich, wenn sie vorher gekocht werden ? 

Unseres Stiimme wurden bei 100°C gekocht und in den entsprechenden 
Immunsera, welche friiher bei der agglutinatorischen Einteilung benutzt 
worden waren, agglutinatorisch untersucht. Dabei ergab sich, dass die 
Stiimme, welche zu derselben Gruppe gehért hatten, auch nach dem Kochen 
gegenseitig gleiches agglutinatorisches Verhalten zeigten. Aber es war 
auffallend, dass die Mitagglutination sich dabei in den meisten Fiillen so 
steigerte, dass die als different betrachteten Typen durch Kochen sich 
iihnelten. Es wiire auch eine interessante Erscheinung, wenn die von 
Anfang an schweragglutinablen Stiimme, niimlich Men 170, Men 174, 
Men 176, Men 177 und Men 178, wenn sie gekocht worden sind, alle als 
zu irgendeiner schon bestimmten Gruppe gehérig betrachtet werden miiss- 


ten. 


Schluss. 


Wie schon in meiner friiheren Mitteilung dargelegt, kann man bei 
der agglutinatorischen Untersuchung von Meningokokken konstante Re- 
sultate bekommen, wenn dabei immunologisch reine Bakterienkulturen, 
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welche durch das Kolonienisolierungsverfahren gereinigt worden sind, be- 
nutzt werden. Obwohl die Agglutination auf diese Weise ausgefiihrt 
wurde, so scheinen die dadurch eingeteilten agglutinatorischen Typen der 
Meningokokken ziemlich mannigfaltig zu sein und dazu durch Typenum- 
wandlung noch komplizierter zu werden. Ausserdem gibt es manchmal 
Stiimme, welche von Anfang an in- oder schweragglutinabel sind. Es 
ist selbstverstiindlich, dass bei derartigen Fiillen die bequemste und vor- 
trefilichste serologische Reaktion, niimlich die Agglutinationsreaktion, 
keineswegs verwertet werden kann. Nach meinen Erfahrungen werden 
derartige von Anfang an inagglutinable Stiimme auch durch 100°C-Kochen 
immer so leichtagglutinierbar, dass sie dadurch diagnostiziert und sogar in 
irgendeinen Typus eingereiht werden kénnen. Es scheint ferner, dass clic 
mannigfaltigen agglutinatorischen Typen durch Kochen der Bakterien ge- 
wissermassen vereinfacht werden. Ich méchte also empfehlen, bei der ag- 
glutinatorischen Untersuchung yon Meningokokken gleichzeitig diese Ag- 
glutination der bei 100°C gekochten Bakterien auszufiihren. 

Aber hinsichtlich der antigenen Wirkung, niimlich der agglutinin- 
bildenden Wirkung im Tierkérper, sind die gekochten Bakterien weniger 
vollkommen als die nichtgekochten. Darum ist es besser, [mmunsera 
durch nichtgekochte, méglichst leichtagglutinable Kultur herzustellen. 
Dabei scheint es auch, dass Meningokokken durch 100°C-Kochen wahr- 
scheinlich bis zu einem gewissen Grade eine Zustandsspezifitit bekcmmen. 
Es ist auch an und fiir sich als eine merkwirdige Erscheinung anzuschen, 
dass Meningokokken durch Kochen immer leichtagglutinabel werden, 
wiihrend andere Bakterien dadurch meistens eine mehr oder weniger her- 


abgesetzte und weniger deutliche Agglutinabilitit zeigen. 


Zusammenfassung. 


1, Von Anfang an in- oder schweragglutinable Menin- 
gokokkenstimme werden in den homologen Immunsera sehr 
stark agglutiniert, wenn sie vorher bei 100°C 30 Minuten 
lang gekocht worden sind. Diese Erscheinung ist auch bei 
solechen Bakterien, welche aus einem leichtagglutinablen 
Originalstamme abstammen und inagglutinabel sind, nach- 
zu Weisen. 

2. Die Stimme, welche durch 100°C-Kochen leichtag- 


glutinabel werden, stimmen nicht immer mit denjenigen, 
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- 


welche bei einer Temperatur von 55°C deutlicher als bei 
57°C agglutiniert werden, iiberein. 

3. Leichtagglutinable Stimme zeigen fast unverinderte 
Agglutinabilitit gegen homologe Immunsera, wenn sie vor- 
her bei 100° gekocht werden. 

4. Gekochte Meningokokken werden im allgemeinen 
schneller und deutlicher als nichtgekochte agglutiniert, 
und ihr Agglutinationszustand scheint etwas hirter als der 
der nichtgekochten zu sein. Selten gibt es Stiimme, deren 
Aufschwemmung durch 100°C-Kochen schon Spontanag- 
glutination zeigt. 

5. Die agglutinatorisch verschieden differenzierten 
Kolonien, welche von einem Originalstamme abstammten, 
werden durch 100°C-Kochen gegeneinander agglutinatorisch 
ganz gleich. 

6. Gekochte Meningokokken werden sowohl in den Sera 
der gekochten Bakterien als auch in den Sera der nicht- 
gekochten immer stark agglutiniert. Aber das Serum der 
gekochten Bakterien vermag die nicht gekochten Bakterien 
nicht immer zu agglutinieren. 

7. Die nichtgekochten Bakterien kénnen das Serum 
der gekochten durch Sittigung aller Agglutinine berau- 
ben. Aber die gekochten Bakterien vermégen dagegen vom 
Serum der nichtgekochten das Agglutinin, welches die 
nichtgekochten Bakterien agglutiniecren kann, nicht zu 
absorbieren. 

8. Stimme, welche zu derselben agglutinatorischen 
Gruppe gehéren, besitzen, wenn sie auch vorher bei 100°C 
gekocht worden sind, gegenseitig noch das gleiche Verhal- 
ten. Dabei ist die Mitagglutination der gekochten Menin- 


gokokken im allgemeinen stark, so dass sich einige Typen 


dadureh zu ihneln scheinen. 
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Beitrage zur Kenntnis der Leberfunktionsprufung. 


III. Mitteilung. 
Uber die Chromodiagnostik der Leber. 


Von 


Toru Oka. 
(fii fi } 


(Aus der medizinischen Klinik von Prof. T. Kumagai, 
Tohoku Universitit zu Sendai.) 


Die Anwendung des Farbstoffes zum Zweck der Leberfunktionsprii- 
fung geht auf Rowntree, Hurwitz und Bloomfield” zuriick, die 1918 
zum ersten Mal Phenoltetrachlorphtalein benutzten. Dabei ergab sich, 
dass, wenn man 400 mg Farbstoff intravenés einspritzt, bei Normalen 35- 
55% Farbstoff in den ersten 48 Stunden im Kot wiedererscheint, wiihrend 
die Ausscheidungsmenge bei Leberkranken bedeutend geringer ist. Un- 
abhiingig von der oben erwiihnten Arbeit hat Roch” festgestellt, dass, 
wenn eine kleine Menge Methylenblau per os gegeben wird, es bei Norma- 
len fast gar nicht im Harn erscheint, wiihrend bei Leberkranken der Harn 
deutlich blau gefiirbt wird. Rosenthal und Falkenhausen” haben eine 
Methode ausgearbeitet, nach welcher nach subkutaner Einspritzung von 5 
cem yon 2% Methylenblaulésung das Erscheinen des Farbstoffes in der 
Galle mittelst der Duodenalsonde gepriift wird. Bei Lebergesunden wird 
das Methylenblau nach 60-95 Minuten, bei Leberkranken nach 15-30 
Minuten ausgeschieden; die beschleunigte Ausscheidung schrieben sie einer 
abnormen Durchliissigkeit der erkrankten Leberzellen zu. Lepehne® hat 
Funktionspriifung mit intravenéser Injektion von 2 cem von 2% Indigo- 


karminlésung vorgenommen. Bei Lebergesunden zeigte sich eine griine 


1) Rowntree, Hurwitz u. Bloomfield, zit. nach Aaron, Beck u. Schnei- 
der, Journ. of Amer. Med. Ass., 1921, 77, 1631. 


2) Roch, zit. nach Rosenthal und Falkenhausen (3). 
3) Rosenthal u. Falkenhausen, Berl. k]. Wochenschr., 1921, 58, 1293. 
4) Lepehne, Miinch. med. Wochschr., 1922, 69, 342. 
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Verfirbung der Duodenalgalle nach durchschnittlich 35 Minuten, bei 
Leberkranken wurde eine Ausscheidung des Indigokarmins sehr verzdgert. 
Hesse und Worner” verfolgten die Lepehne’sche Methode weiter und 
stellten fest, das die Ausscheidung bei Gesunden schon nach 25-60 Minuten 
stattfindet, wiihrend bei Kranken 30-130 Minuten dazu nétig waren. Sie 
haben im grossen und ganzen diese Methode als zuverliissig anerkannt und 
als Merkmal empfohlen, um den Grad der Leberstérung zu erkennen. 
Aber Lepehne selbst wollte sich noch nicht ganz darauf verlassen, weil 
die Resultate dabei nicht ganz gleichmiissig waren. Hamid” stellte keinen 
zeitlichen Unterschied bei der Rosenthal-Falkenhausen’schen Methode 
zwischen Leberkranken und Lebergesunden fest. Ausserdem scheint 
Methylenblau durchaus kein richtiges Mittel fiir die Leberfunktionsprii- 
fung zu sein, weil nach dem Studium von Saxl und Scherf” Methylen- 
blau sehr oft auch aus der Magenschleimhaut ausgeschieden wird. 

Die Ursache der Verschiedenheit der Versuchsresultate in Bezug auf 
die Chromodiagnostik der Leber kommt meines Erachtens von der Un- 
klarheit iiber den Ausscheidungsvorgang des Farbstoffes in der Leber und 
von der Schwierigkeit der Auswahl des passenden Farbstoffes. Russel 
und Weil® haben auf Grund des Experimentes bei Meerschweinchen drei 
Arten Farbstoffe unterschieden; a. Diejenigen Farbstoffe, welche nur aus der 
Leber ausgeschieden werden: Kongorot, Neutralrot, Safranin, Methylen- 
blau, Biebrich Scarlet, Benzazurin und Oxaminviolett; b. Die Farbstoffe, 
welche nicht aus der Leber ausgeschieden werden: Rosanilin, Pyronin, 
Trypanrot, Orange G, Eosin, Indigokarmin, Azur, Kongokorinth u.a.; c. 
Die Farbstoffe, welche aus der Leber einmal ausgeschieden, ein andermal 
aber nicht ausgeschieden werden: Bordeaux COV, Kongorubin, Azoblau 
u.a. Die zuletzt genannten Farbstoffe kommen immer in der Galle vor, 
wenn die Leber beschiidigt ist; deshalb werden sie als geeignet zur Leber- 
funktionspriifung bezeichnet. Kiyono” wollte aber diesem Experimente 
nicht véllig Glauben schenken, da er meinte, es gebe manche Farbstoffe 
unter a, deren Ausscheidung aus der Leber bezweifelt wird und umge- 
kehrt unter b manche Farbstoffe, deren Ausscheidung aus der Leber 
wohlbekannt ist. Er schloss daraus, dass man die Behauptungen Russs!’s 
und Weil’s nur mit Bedenken annehmen diirfe. 


5) Hesse u. Woérner, KI. Wochenschr., 1922, 1, 1156. 

6) Hamid, K1. Wochenschr., 1922, 1, 2332. 

7) Saxlu.Scherf, Wien. kl. Wochenschr., 1922, 35, 128. 

8) Russel u. Weil, Journ. of Amer. Med. Ass., 1917, 69, 52 

9) Kiyono, Die gegenwiiltigen Zustiinde des Studiums der Vitalfiirbung (jap.), 
Tokyo-K yoto 1920, 27, 60. 
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Friiher schon hatte Héber™ vom histologischen Standpunkt aus 
behauptet: wenig bzw. nicht kolloidaler Farbstoff wird von den Nieren- 
zellen leicht aufgenommen, und der von den Nierenzellen nicht oder schwer 
aufzunehmende Farbstoff ist suspensionskolloidal. Die Leber vom Frosch 
ist nicht befiihigt, besonders hech kolloidalen Farbstoff zu eliminieren. 
Ferner untersuchte Méllendorf' an mit Farbstoff eingespritzten Kanin- 
chen dessen Ubergehen in die Galle und den Harn und gab der Héber’schen 
Meinung recht. Er erkliirte weiter, dass die Ausscheidung der Farbstoffe 
aus der Niere wesentlich von der Dispersitit der Farbstoffe beeinflusst wird. 
Je stiirker die Dispersitiit ist, desto leichter ist die Ausscheidung, dagegen 
je bedeutender der Kolloidzustand, desto schwerer die Ausscheidung. Das 
soll mehr yon der Leber als von der Niere gelten, niimlich hoch kolloidale 
Farbstoffe sollen nur mit grcsser Schwierigkeit aus der Leber ausgeschieden 
werden. Tada™ berichtete, dass bei Hunden der Farbstoff mit wenig 
Diffusionsfihigkeit besonders aus der Leber ausgeschieden wird, wihrend 
manche Farbstofle mit grosser Diffusionsfihigkeit hauptsiichlich auch aus 
der Leber ausgeschieden werden. Danach glaubte er, dassder Ausscheidungs- 
vorgang sich nicht einfach nach dem physikalischen Gesetz richtet, son- 
dern mit der eigenartigen Auswahlfihigkeit der Leber und der Niere gegen 
Farbstoffe in engem Zusammenhang steht. 

Wenn man bedenkt, wie wichtig und bedeutungsvoll der Farbstoff fiir 
die Leberfunktionspriifung werden kann, so wird es eine lohnende Arbeit 
sein, die Farbstoffe und ihren Ausscheidungsvorgang eingehend zu unter- 
suchen. Das ist der Grund, warum ich mich zuerst mit folgenden Ver- 


suchen beschiftigt habe. 
Methodik. 


Es wurde bei 31 Hunden nach Pawlow™ Gallenblasenfistel angelegt, um die Galle 
zu entnehmen, und der Harn wurde durch Harnkatheter oder bei dem zum Harnkatheter 
ungeeigneten Hunde durch Blasenfistel entnommen. Dann habe ich 29 Arten Farbstoffe 
ausgewiihlt und bei Hunden je 0,1 cem ihrer 0,592 Lésung pro kilo intrayenés eingespritzt. 
Danach wurden die Galle und der Harn regelmiissig zu bestimmten Zeiten entnommen und 
ihr Farbstoffgehalt so lange gemessen, bis der Farbstoff endlich sowohl im Harn wie auch 
in der Galle unerkennbar wurde. Die siimtliclen Zahlen wurden addiert, damit man sehen 
kann, wieviel Prozent von dem eingespritzten Farbstoff in die Galle resp. den Harn iiber- 
gegangen war. Fiir die Messung des Farbstoffes wurden zwei Reagenzgliiser derselben 


10) Héber, Biochem. Zeitschr. 1908, I, 105; 1909, 20, 56. 

11) Mdllendorf, Zeitschr. f. allg. Physiol., 1918, 17, 125. 

12) Tada, Nihon-Biseibutsugaku-Zasshi, 1925, 17, 631, (jap.) 

13) Pawlow, Tigerstedt’s Handbuch d. physiol. Methodik, Leipzig 1911, Bd. 
II,, 180. 

















Zur Kenntnis der Leberfunktionspriifung. IIT. 97 


Grdésse genommen. In das eine kam eine bestimmte Menge des Harns oder der Galle mit 
dem zu messenden Farbstoffe; das wurde dann mit destilliertem Wasser allmiihlich verdiinnt, 
sodass man dabei erkennen konnte, bei wievielfacher Verdiinnung des betreffenden Mate- 
rials es die gleiche Farbe wie die Standardlésung bekam. In das andere kai als Standard- 
lisung 0,000522 Farbstofflésung mit derselben Menge Galle oder Harn wie die des Unter- 
suchungsmaterials. Die beiden Reagenzréhrchen wurden in einen Komparator gesteckt und 
verglichen. In solcher Weise kann man feststellen, eine wievielfache Verdiinnung yon dem 
zu untersuchenden Material der Standardlésung, der 0,000522 Farbstofflésung, entspricht ; 
die Umrechnung des Farbstoffgehaltes des Untersuchungsmaterials ist nicht schwer. Das 
Vergleichen der Farben ist bei Harn sehr leicht und genau, aber bei der Galle ist es wegen 
der allmihlichen Veriinderung des Farbentons der Galle selbst ziemlich schwer. Und weil 
der Farbstoffgehalt unter 0,00122 in der Galle unméglich zu messen ist, so ist der soge- 
nannte Gehalt keineswegs von absolutem, sondern nur relativem Wert. 

Die Organe der Ausscheidung der Farbstoffe sind nicht auf Leber und Niere beschriinkt; 
Ehrlich™ nannte ausser diesen beiden den Darm als Hauptausscheidungsort des Farb- 
stoffes ; Sax] und Scherf wiesen nach, dass der Magen auch Ausscheidung des Methylen- 
blaus iibernimmt. Weil aber die Ausscheidung aus Leber und Niere immerhin die Haupt- 
sache ist, so lasse ich hier die der iibrigen Organe ausser Betracht. 

Dann stellte ich die Untersuchung der sogenannten physikochemischen Eigenschaften 
der Farbstoffe an, damit ich sehen konnte, in welchem Zusammenhang solche Eigenschaften 
und ihr Ausscheidungsvorgang stehen. Bei der Entscheidung, ob die Farbstoffe Vitalfir- 
bung verursachen oder nicht, habe ich mich nach K iyono gerichtet. 

Die chemische Einteilung der in Betracht kommenden Farbstoffe ist nach den Farb- 
stofftabellen yon Schultz™ angegeben. Die Permeabilitiit des Farbstoffes wurde in fol- 
gender Weise verglichen: es wurde ein Kollodiumsack bereitet, darein wurde 1 cem 0,522 
Farbstofflésung und je 1 cem Aq. dest. N/50 Salzsiiure, N/50 Natronlauge oder Rinderserum 
getan, dieser Sack wurde dann in ein gliisernes Gefiiss mit 30 cem Aq. dest. gebracht. Nach 
einer Stunde wurde die Farbstoffkonzentration des umgebenden Wassers gemessen, daraus 
ergibt sich die durchgegangene Farbstoffmenge. 

Um die Fillbarkeit der Farbstofflésung durch die Salzionen zu untersuchen, gebrauchte 
ich Kochsalz als einwertiges Kation, Calciumchlorid als zweiwertiges Kation und Natrium- 
sulfat als zweiwertiges Anion, und zwar in folgender Weise: zuerst wurde je eine Normal- 
lésung vorbereitet, niimlich bei Kochsalz 58,5 g/dl, bei Calciumchlorid 55,5 g/dl, bei 
Natriumsulfat 66,03 g/dl; das bildete die erste Reihe der Reagenzgliiser. Dann kam die 
weite Reihe, das sind die obengenannten, nur zweifach verdiinnten Lésungen, niimlich } Nor- 
mallésungen; dann die dritte Reihe mit 1 Normallésungen u.s.w.; je weiter, desto diinner, 
sodass die zehnte Reihe 0,001 Normallésungen ist. Die Menge war bei allen Glisern gleich- 
miissig 2 cem, und als alles fertig war, wurde jede Lésung mit 2 ccm der 0,122 Farbstofflésung 
gemischt. Nach Verlauf yon 24 Stunden wurde notiert, bis zu welcher Reihe der Reagenz- 
gliiser ein Niederschlag stattgefunden hatte. 

Zur Feststellung der Oberfliichenspannung wurde die Tropfenzahl vermittelst eines 
Stalagmometers geziihlt. Um das Tyndall’sche Phiinomen feststellen zu kénnen, habe 
ich vermittelst des Ultramikroskops die Menge des Ultramikrons beobachtet, dann habe ich 
weiter seine Kataphorese untersucht und zwar folgendermassen: Ein Strom yon 25 Volt 
wurde in die Farbstofflésung eingeleitet und die Verschiebung des Ultramikrons beobachtet. 

14) Ehrlich, zit. nach Héber (10). 
15) Schultz, Farbstoff-Tabellen, 6. Aufl., Berlin 1923. 
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Wenn es sich durch den elektrischen Strom nach dem positiven Pol schiebt, (z.B. in dem 
Gesichtsfeld nach rechts) und bei veriinderter Richtung des Stromes nach der anderen Seite 
(in dem Gesichtsfeld nach links), so ist es ein negdtiy geladenes Ultramikron. Ebenso ist 
das Ultramikron, wenn es sich durch eingeleiteten Strom nach dem negativen Pol verschiebt 
(z.B. in dem Gesichtsfeld nach links) und bei veriinderter Richtung des elektrischen Stro- 
mes dementsprechend nach rechts im Gesichtsfeld, positiy geladen. Dagegen ist das 
Ultramikron, das durch den eingeleiteten elektrischen Strom sich nach dem positiven Pol 
verschiebt und trotz inzwischen veriinderter Stromrichtung doch in derselben Richtung 
verharrt, ein plus-minus geladenes Ultramikron und wurde mit ,,nach beiden Polen “ 


notiert. 


Ergebnisse. 


Die Ergebnisse unserer Versuche mit 29 repriisentativen Farbstoffen 
sind iibersichtshalber in einer Tafel mitgeteilt. Dabei wurden diejenigen 
Farbstoffe, die, in den Tierkérper gebracht, Vitalfiirbung hervorrufen, 
wegen ihrer Ungeeignetheit fiir unseren Zweck nicht untersucht, aber 
manche Arten, die von friiheren Autoren in der Literatur angvewendet 
wurden, mit aufgenommen. 

Man kann die siimtlichen Farbstoffe nach der Art und Weise ihrer 
Ausscheidung in folgende drei Gruppen einteilen: 1. Diejenigen Farbstoffe, 
die ausschliesslich durch die Leber ausgeschieden werden, niimlich Kongo- 
rot, Kongokorinth G., Azoblau, Kongorubin A. und Anilinblau; 2. Die- 
jenigen Farbstoffe, deren Hauptteil aus der Leber ausgeschieden wird, 
wiihrend eine kleine Menge davon zugleich aus der Niere ausgeschieden 
wird, niimlich Bordeaux R, Azorubin, Azokarmin, Erythrosin pur., Phlo- 
xinrot P., Phloxinrot NBB, Eosin A, ausserdem gehéren dazu die meisten 
basischen Farbstoffe; 3. Diejenigen Farbstoffe, deren Hauptteil aus der Niere 
ausgeschieden wird, wiihrend eine kleine Menge auch aus der Leber aus- 
geschieden wird, niimlich Ponceau P.R., Indigokarmin, Coccin 2 B., Chro- 
motrop R., Fuchsin S., Phenolsulphonphthalein. 

Woher kommen solche Unterschiede in der Ausscheidung des ein- 
gespritzten Farbstoffes? Das Problem kann entweder chemisch oder 
physikalisch-chemisch erwogen werden. Man kann die Frage wie folgt 
formulieren : 

1. Obdie Farbstoffausscheidung nicht von dessen chemischer Konsti- 
tution abhiingig ist? Dies ist nicht wahrscheinlich, was man schon daran 
sieht, dass unter den Xanthonfarbstoffen Phenolsulfonphthalein hauptsiich- 
lich aus der Niere ausgeschieden wird, wiihrend Eosin, Erythrosin und 
Phloxin hauptsiichlich aus der Leber, und von der Triphenylmethan- 
gruppe Fuchsin A sehr spirlich aus dem Harn, dagegen Siurefuchsin in 


Menge mit dem Harn herauskommt. 
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2. Beeinflussen die Reaktion des Farbstoffes und die Vitalfirbungs- 
fiihigkeit die Ausscheidung und wie? Was die basischen Farbstoffe be- 
trifft, so wird Pyronin z.B. durch Injektion von 0,1 cem pro kilo fast nicht 
ausgeschieden, und auch die Ausscheidung der anderen verwandten Farb- 
stoffe, sei es nun aus der Leber oder aus der Niere, ist im Vergleich zu 
den sauren Farbstoffen im allgemeinen bedeutend geringer. Als Grund 
dieser Erscheinung der basischen Farbstoffe kann man erstens ihre starke 
Verbindungskraft mit den K6érperzellen, zweitens Ausscheidung als un- 
sichtbare Leukobase und drittens Ausscheidung aus dem Magen wie bei 
Methylenblau nach Versuchen von Sax] und Scherf nennen. Man darf 
aber dabei nicht vergessen, dass, obwohl die Ausscheidung der basischen 
Farbstoffe als ganzes unbedeutend ist, doch in die Galle bei weitem mehr 
austritt als in den Harn, niimlich bei Neutralrot 2396 in die Galle und 
4,4% in den Harn; bei Safranin 37% in die Galle und 1% in den Harn 
u.s.w. Von den sauren Farbstoffen werden die einen hauptsiichlich aus der 
Leber, die anderen aber hauptsiichlich aus der Niere ausgeschieden. Auf 
diesen Punkt werden wir spiiter noch niiher eingehen. 

Die Farbstoffe mit vitaler Fiirbungsfihigkeit, die wir angewendet 
haben, sind Nigrosin, Trypanrot, Trypanblau und Lithionkarmin. Sie 
werden in dieser Bezichung noch bei weitem weniger ausgeschieden ; bei 
Trypanblau, Trypanrot und Nigrosin kommt eine winzige Menge heraus, 
dagegen allein bei Lithionkarmin verhiitnismiissig mehr, doch ist auch da 
nur 15% im Harn zu finden. Diese Sache werden wir spiiter noch aus- 
einandersetzen, 

5. Was fiir einen Einfluss iibt die Dispersitiéit der Farbstofflésung 
auf die Ausscheidung ? Nach der Dispersitiit kann man die Farbstoffe, 
wie man aus der Tafel schen kann, ungefiihr folgendermassen aneinander 
reihen: Kongorot, Kongokorinth G., Azablau, Kongorubin A., Anilinblau, 
Nigrosin, Trypanblau, Trypanrot, Lithionkarmin, Bordeaux R., Ponceau 
P.R., Azorubin §., Azokarmin, Indigokarmin, Erythrosin pur., Coccin 
2B., Phloxinrot NBB., Eosin A., Phloxinrot P., Chromotrop P., Fuchsin 
S., Phenolsulphonphthalein, und bei den basischen Farbstoffen: Nilblau, 
Neutralrot, Pyronin, Methylenblau, Safranin, Fuchsin A., Azur I. Man 
sieht auch in der Tafel, dass diejenigen Farbstoffe, deren Permeabilitiit 
durch die Kollodiummenbran schwach ist, die besonders durch zweiwer- 
tiges Kation leicht gefillt werden und deren Tyndall’sches Phiinomen 
ausserdem noch bedeutend ist, nimlich Kongorot, Kongokorinth, Azoblau, 
Kongorubin, Anilinblau u.a. hauptsiichlich aus der Leber ausgeschieden 
werden, wiihrend sie durch die Niere gar nicht oder nur in ganz geringer 





100 


T. Oka 


Ausscheidung der Farbstoffe 





Ta 


und 





Farbstoffe 


Kongorot (Gribler) 


Kongokorinth G., (Gr.) 


Azoblau (Gr.) 
Kongorybin A. (Gr. 
Anilinblau (Gr.) 
Nigrosin (Gr.) 
Trypanblau (Gr.) 
Trypanrot Gr.) 
Lithionkarmin  (Gr.) 
Bordeaux R. (Gr.) 
Ponceau P.R. (Gr.) 
Azorubin §. 

Azokarmin (Gr.) 
Indigokarmin (Gr.) 
Erythrosin pur. ((Gr.) 
Coccin 2 B. (Gr.) 


Phloxinrot NBB. (Gr.) 


Eosin A. (Gr.) 
Phloxinrot P. (Gn.) 
Chromotrop R.  (Gr.) 
Fuchsin §. (Gr.) 


Phenolsulphonphtalein 


Nilblau (Gr.) 
Neutralrot (Merk) 
Pyronin (Gr.) 
Methylenblau (Merk) 
Safranin (Gr.) 
Fuchsin A. (Gr.) 


(Gr.) 


Azur I. 
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Chemische Einteilung 


Disazofarbstoff 


Fiirbekunst 


Tripheny]lmethanfarbstoff 


Azinfarbstoft 


Disazofarbstoff 
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Natiirlicher organischer Farbstoff 


Monoazofarbstoff 


” 
” 
Azinfarbstoff 


Indigogruppe 


Xanthonfarbstoff 
Monoazofarbstoff } 
Xanthonfarbstoff 


” 


” 


Monoazofarbstoff 
Tripheny]methanfarbstoff 
Xanthonfarbstoff 


Oxazinfarbstoff 
Azinfarbstoff 


Xanthonfarbstoff 


Thiazinfarbstoff 


Azinfarbstoff 


Triphenylmethanfarbstoff 


Thiazinfarbstoff 
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Farbstoff 


Basischer 
Farbstoff 


Vitale Fiirbung 
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Permeabilitiit der Farb- 
stoffe durch die 
Kollodiummembran 
(durchgetretene Farb- 
stoffmenge in 1 St. 22) 
Hinzugesetzte Fliissigkeit 
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15,0 | 18,0; — 1,5 
16,5 | 225| — 3,0 
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24,0 | 27,0 6,5 4,5 
24,0 | 24,0) 8,0 | 3,7 
27,0 30,0 | Spur 4,5 
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He 
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Menge herauskommen. 

Anilinblau scheint eine Ausnahme zu bilden. Dieser Farbstoff wird 
in der Galle als Leukobase ausgeschieden, im Harn gar nicht. Bei Zusatz 
von Salzsiiure verwandelt sich die Leukobase in blaue Farbe, aber zu- 
gleich wird Bilirubin auch in griines Biliverdin oxydiert, sodass die quan- 
titative Messung der ausgeschiedenen Farbstoffe unméglich ist. 

Daraus kann man sehen, dass die Farbstoffe mit hochgradigem Kol- 
loidzustand bei Hunden fast nur durch die Leber ausgeschieden werden. 
Die zum Semikolloid gehérigen Farbstoffe werden sowohl durch Leber wie 
auch durch Niere in sehr geringem Masse ausgeschieden. So sind z.B. von 
der sauren Farbstoffreihe Trypanrot, Trypanblau und Lithionkarmin zu 
nennen, die aber alle vitaler Fiirbung fihig sind. Von den basischen 
Farbstoffen gehért dazu Nilblau. 

Andererseits sind diejenigen Farbstoffe, deren Permeabiltiit durch die 
Kollodiummembran stark ist, von denen also in 1 Stunde mehr als 15% 
diffundiert wird und die durch Salzion schwer gefillt werden und deren 
Ty ndall’sches Phiinomen unbedeutend ist, mit anderen Worten diejenigen 
Farbstoffe, die mit der echten Lésung verwandt sind, werden teils wesent- 
lich aus der Niere, teils wesentlich aus der Leber ausgeschieden; zu ihnen 
gehéren Phenolphthalein, Fuchsin §., Chromotrop, Coccin 2B., Indigo- 
karmin und Poncau P. R. und zu diesen gehéren Phloxinrot P., Phloxinrot 
NBB., Erythrosin, Eosin, Azorubin §., Azokarmin und Bordeaux. 

Was kann der Grund solches Unterschiedes sein? Bethe™, Rhode” 
und Pohle™ meinten: die Aufnahme, Vitalfiirbung und Resorption saurer 
und basischer Farbstoffe sind abhingig von der Menge der in den betref- 
fenden Zellen und ihrer Umgebung vorhandenen freien H* oder OH’, 
indem die der sauren Farbstoffe durch H’* beschleunigt, durch OH’ aber 
verlangsamt wird und das Umgekelhrte fiir basische Farbstoffe gilt. Diese 
Annahme kann vieJleicht fiir die Vitalfiirbung gelten, aber nicht fiir die 
Ausscheidung. In einem Versuche habe ich dem mit 30 cem von N/10 
Salzsiiure intravenés injizierten Hunde zugleich Phloxinrot injiziert und 
konnte dabei den Ubergang des Farbstoffes in den Harn nicht feststellen, 
auch konnte ich durch Einfiihrung von 10 ¢ Natriumbicarbonat in die 
Venen und zugleich von basischem Safranin eine Zunahme der Ausschei- 
dung in den Harn nicht feststellen. 

Worin besteht der Einfluss der Siiture oder des Alkalis auf die Perme- 


16) Bethe, Biochem, Zeitsch., 1922, 127, 18. 
17) Rhode, Pfliiger’s Arch., 1920, 182, 114. 
18) Pohle, Deut. med. Wochenschr., 1921, 47, 1464. 
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abilitiit des Farbstoffes durch die Kollodiummembran? Saure Farb- 


stoffe werden in den meisten Fiillen bei saurer Reaktion in ihrer Disperistiit 
vermindert und ihr Molekiil vergréssert: die Folge ist Abnahme der Perme- 
abilitét; Beispiele dafiir sind Erythrosin, Eosin A., Phloxinrot ; niimlich 
in der Aziditit tiber Pu 5 verschwindet die Permeabilitit beinahe voll- 
stindig, die genannten Farbstoffe werden fast ausschliesslich durch die 
Leber ausgeschieden. Basische Farbstoffe werden gleichfalls bei alkalischer 
Reaktion in ihrer Dispersitiit vermindert und ihr Molekiil grésser, die 
Folge ist Stérung der Permeabilitiit, diese Farbstoffe kommen auch mehr 
in die Galle als in den Harn. Den Grund, warum manche Farbstoffe 
durch die Leber und manche durch die Niere ausgeschieden werden, kénn- 
te man deshalb, nach dem Ergebnis des oben beschriebenen Versuches, 
nicht in der Reaktion der Umgebung der Zellen, wie Bethe u.a. behaup- 
teten, vielmehr in der Reaktion des Harns oder der Galle suchen. Zu dem 
Zweck wurde 10g Natriumbicarbonat intravends eingefiihrt, um den Harn 
alkalisch zu machen, und dann Phloxinrot eingespritzt, trotzdem blieb der 
Ubergang des Farbstoffes in den Harn aus. Das beweist schon, dass die 
Reaktion im Harn und in der Galle auf die Ausscheidung keinen be- 
sonderen Einfluss ausiibt. Es ist aber méglich, dass die alkalische Reaktion 
im Serum die Dispersitiit des basischen Farbstoffes vermindert, dessen Mole- 
kiil vergréssert und dadurch die Ausscheidung durch die Niere erschwert ; 
fiir die sauren Farbstofie git das Umgekehrte. 

Ein anderer wichtiger Versuch, bei dem neben 0,529 Farbstofflésung 
auch eine gleiche Menge Rinderserum in einen Kollodiumsack eingefiihrt 
wurde, hat mir gezeigt, dass die Permeabilitiit des Farbstoffes bedeutend 
gestért wurde. Nur grosse Schwankungen der Stérung je nach dem Farb- 
stoff wurden bemerkt: Phenolsulphonphthalein, Fuchsin §., Chromotrop, 
Coccin 2B. und Indigokarmin wurden darin verhiiltnismiissig wenig ge- 
stért, dagegen Phloxinrot P., Erythrosin, Phloxinrot NBB., Eosin A., 
Azorubin 8. und basische Farbstoffe bedeutend mehr. Eine Ausnahme 
bildet Lithionkarmin, das seine Permeabilitiit dadurch nur verstiirkt, was 
vielleicht von der durch alkalische Reaktion im Serum hervorgebrachten 
Zunahme der Léslichkeit herriihrt. 

Was dabei interssant ist, ist die Tatsache, dass die Stérung der Perme- 
abilitiit des mit Serum vermengten Farbstoffes parallel zu der Fiihigkeit geht, 
hauptsiichlich aus der Galle oder hauptsiichlich aus dem Harn ausge- 
schieden zu werden. Niimlich von der beinahe echten Lésung werden die- 
jenigen Farbstoffe, die mit dem Serum vermengt in ihrer Permeabilitit be- 


deutend gestért werden, niimlich, Eosin, Erythrosin, Phloxinrot, Azorubin 
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S.u.a. oder basische Farbstoffe, hauptsiichlich aus der Leber ausgeschieden, 
dagegen die Farbstoffe, die selbst mit dem Serum vermengt in ihrer Perme- 
abilitiit wenig gestért werden, nimlich Phenolsulphonphthalein, Fuchsin 
S., Chromotrop, Coccinn 2B., Indigokarmin u.a., hauptsiichlich aus der 
Niere. 

Warum wird der Farbstoff, wenn er mit Serum vermengt ist, in seiner 
Permeabilitat gestért, und warum kommt diese Erscheinung bei allen 
Farbstoffen gleichmiissig vor? Ehrlich hat 1898 seine Ansicht dariiber 
geiiussert, die dahin geht, dass, was nicht aus der Niere ausgeschieden wird, 
entweder durch die Leber oder den Darm ausgeschieden oder durch Ver- 
bindung mit dem Bluteiweiss zur Ausscheidung iiberhaupt unfihig wird. 
Die Verminderung der Permeabilitiit des Farbstoffes durch Serum kann 
vielleicht seiner Adsorption von Serumeiweiss zuzuschreiben sein. 

Was die Kataphorese der Farbstoffe anbetrifft, so habe ich festgestellt, 
dass sich die basischen Farbstoffe nach dem negativen Pol verschieben, d.h. 
positiv geladen sind, wiihrend sich bei den sogen. sauren Farbstoffen die mit 
hochgradigem Kolloidzustand deutlich nach dem positiven Pol verschieben, 
d.h. negativ geladen sind; dagegen die mit geringem Kolloidzustand sich 
verschieden verhalten, d.h. manche bewegen sich nach dem positiven Pol, 
manche undeutlich, oder gleichzeitig nach beiden Polen; diese sind wahr- 
scheinlich amphoteren Charakters oder ganz schwache Siiuren. 

Fs sind darunter stark negativ geladene, deren Permeabilitiit durch 
die Kollodiummembran, wenn mit dem Serum vermengt, sehr abgesch wiicht 
wird. 

Aber die Adsorptionserscheinung muss sehr komplizierten Charakters 
sein, so dass sie nicht einfach durch Oberfliichenspannung und elektrische 
Ladung allein restlos erklirt werden kann. Dies kann man daraus ersehen, 
dass der stalagmometrisch bestimmte Wert durch Beimengung von Serum 
nicht besonders beeinflusst wird. Aber soviel darf man wohl mit Sicher- 
heit sagen: die Tatsache, dass diejenigen Farbstoffe, die, obwohl sie in echter 
Lésung sind, d.h. deren Permeabilitit stark ist, die durch Salzionen 
schwer fillbar sind und deren Ty ndall’sches Phiinomen schwach ist, doch 
hauptsiichlich aus der Leber ausgeschieden werden, ist dem zuzuschreiben, 
dass sie nach der Einfiihrung in den Kérper durch Adsorption des Serum- 
eiweisses in ihrer Permeabilitiit herabgesetzt sind, so dass sie bei der 
Ausscheidung aus der Niere behindert sind. 

Katsura™ aus unserem Laboratorium, der sich mit der Resorption 


des Farbstoffes beschiiftigt hat, konnte nachweisen, dass der Farbstoff vom 


19) Katsura, Tohoku Journ. of Exp. Med., 1924, 5, 294. 
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Kolloidzustand ausschliesslich vom Lymphwege resorbiert wird, dage- 
gen der in echter Lésung durch die Blutbahn. Sein Experiment liefert 
uns ein glinzendes Beispiel dafiir, wie viel die Resorption des Farbstoffes 
mit seiner physiko-chemischen Eigenschaft zu tun hat. Warum sollte 
man es fiir unméglich halten, das auch fiir die Ausscheidung gelten zu 
lassen, was sich fiir die Resorption als richtig erwiesen hat? Es hat bis 
heute nicht an Forschern gefehlt, die zwischen der Ausscheidung der Farb- 
stoffe und deren physikalisch-chemischen Eigenschaften einen Zusammen- 
hang suchen wollten, aber die einen haben dabei nur einen Teil der 
Eigenschaften in Betracht gezogen, wiihred die anderen sich auf die Lé- 
sung der Farbstoffe als solche beschriinkten. Sie versiiumten dabei, der 
Permeabilitit in dem mit dem Serum gemischten Zustand ihre Auf- 
merksamkeit zu schenken. Das ist die Ursache, die es ihnen so schwer 
gemacht hat, den Zusammenhang der Ausscheidung mit deren physiko- 
chemischen Charakter zu finden. 

Das Ergebnis unseres Experimentes sei hier noch einmal kurz zusam- 
mengefasst : ob die Farbstoffe bei Hunden aus der Leber oder aus der 
Niere ausgeschieden werden, das hiingt ausschliesslich von der Stiirke der 
Permeabilitiit der betreffenden, mit Serum vermengten Farbstoffe ab, d.h. 
diejenigen, deren Kolloidzustand hochgradig ist, werden aus der Leber 
ausgeschieden, und diejenigen, die wenig kolloidale Lésung oder echte 
Lésung bilden, werden nur im Fall stark gestérter Permeabilitiit der mit 
Serum gemischten Lésung gleichfalls in der Hauptsache aus der Leber aus- 


geschieden, wihrend die iibrigen aus der Niere eliminiert werden. 











Studien iiber Gasstoffwechsel und Minutenvolum. 


IV. Mitteilung. 


Gasumsatz und Minutenvolum beim Ikterus. 


Von 


Tsutomu Odaira. 
(K = Bh) 


(Aus der medizinischen Klinik von Prof. Dr. T. Kato, 
Kaiserliche Universitit zu Sendai.) 


Uber die Beteiligung der Leber am Gasumsatz haben nur A ub und 
Means” berichtet. Sie haben in 12 Fiillen verschiedener Leberkrankhei- 
ten den Grundumsatz gemessen, was ergab, dass er seine normale Grenze 
nicht tiberschreitet, woraufhin sie zu der Ansicht gelangten, dass die 
Leber bei der Grundumsatzregulierung keine wichtige Rolle spielt. Es ist 
aber von Hirsch und Miller” darauf hingewiesen worden, dass die 
Leber im Wiimehaushalt ein fiir die chemische Wiirmeregulierung wich- 
tiges Erfolgsorgan ist. Ferner geht der Ikterus mit verschiedenen Begleit- 
und Folgeerscheinungen einher, welche direkt oder indirekt den Gasstoff- 
wechsel beeinflussen kénnen. Daher sind in der Gaswechsellehre die 
Funktionsst6rungen der Leber und des [kterus nicht ausser Acht zu lassen. 

Ich habe beobachtet, welchen Einfluss die durch experimentell erzeug- 
ten Stauungsikterus entstehenden choliimischen Erscheinungen und Leber- 
parenchymschiidigurigen auf den Gasumsatz ausiiben, und dabei zugleich 
untersucht, ob ausser Bradykardie irgend welche Veriinderungen im Herz- 
schlagvolum auftreten. Zu diesem Zwecke wurde bei Kaninchen unter 
aseptischen Kautelen der Ductus choledochus mit einem dicken Seidenfaden 
unterbunden, welche Operation ohne Blutung nur einige Minuten in An- 
spruch nimmt. Die Tiere bekamen den Tag darauf deutlichen Ikterus, 
aber keine starke Beeintriichtigung ihres Allgemeinbefindens. Sauerstoff- 


verbrauch und Minutenvolum wurden vor der Operation und nach deut- 


1) Aub und Means, Arch. Int. Med., 1921, 28, 173. 
2) Hirsch und Miiller, zit. nach Toenniessen, KI. W., 1921, 477. 
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lichem Auftreten des Ikterus bestimmt. 
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Zur quantitativen Schiitzung 


des Ikterus habe ich nach Hij mans van den Bergh’s Methode den Biliru- 


binwert des Serums bestimmt*. 


Da sich beim Ikterus infolge der Vagus- 


reizung durch Gallensiiure das Bild der Vagotonie einstellt, habe ich 


untersucht, welche Wirkung die vegetativen Nervengifte Atropin und 


Adrenalin auf Gasumsatz oder Minutenvolum entfalten, was Folgendes 


ergab (Tab. 1). 
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Bei der Priifung der Ergebnisse von 7 Tieren, bei welchen 19-30 


Stunden nach der Ligatur des Ductus choledochus der Ikterus in verschie- 
dener Stiirke auftrat, zeigte sich, dass der Sauerstoffverbrauch immer mehr 


oder weniger deutlich abnimmt, das Minutenvolum bei leichtem Ikterus 
proportional zum Gaswechsel schwankt und bei hochgradigem im Vergleich 
zu den Veriinderungen des Gasumsatzes cine starke Verminderung auf- 
weist, ferner dass die Intensitiit des Ikterus, d. h. der Bilirubinwert sich 
nicht immer mit der Zeitdauer nach der Operation vermehrt, auch nicht 
dem Sauerstoffkonsum oder Minutenvolum parallel veriindert wird. 


In einem Falle (Nr. 121), wo einen Tag nach der Operation Ikterus 


nicht auftrat oder das Bilirubin nicht zu bestimmen war und man bei der 
Sektion den Ligaturfaden aufgelést fand, waren Gasumsatz und Minuten- 
volum fast dieselben wie vor der Operation, was beweist, dass beides 
durch die bei der Unterbindung des Duct. choledochus vorgenommene 


Laparotomie und sonstige Operationen nicht beeinflusst wird. 
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Puls und Respiration waren in den Fiillen mit relativ leichtem 
Ikterus (Nr. 114, 116 u. 120) verlangsamt und in den iibrigen mit 
relativ hochgradigem im Gegenteil beschleunigt. Durch Atropinisierung 
wurde in ersteren die Pulsverlangsamung restituiert, aber in letzteren kein 
Einfluss ausgeiibt. Offenbar wird die Pulsverlangsamung durch Vagus- 
reizung hervorgerufen, die Pulsbeschleunigung aber wohl dadurch, dass 
die Gallenbestandteile auf die Herzmuskeln selbst schiidigend wirken und 
Schwiiche der Herztiitigkeit verursachen. 

Um klar zu stellen, ob die Abnahme des Sauerstoffverbrauches beim 
Ikterus von der Stérung der den Stoffwechsel regulierenden Titigkeit der 
Leber durch die infolge der Gallenstauung geschiidigten Leberzellenfunktion 
herriihrt oder davon, dass die Gallenbestandteile oder andere Produkte, 
welche in die Blutbahn iibergegangen sind, auf die anderen stoffwechsel- 
regulierenden Apparate wirken und dadurch die Wiirmebildung hemmen, 
habe ich folgendes Experiment angestellt : 

Zuerst wurde ikterischen Kaninchen Atropin verabreicht und sein 
Einfluss auf Gaswechsel und Minutenvolum untersucht, wodurch festgestellt 
wurde, dass bei den drei mit 0,5-1,0 mg Atropin intravenés injizierten 
Tieren der herabgesetzte Gasumsatz wieder bis auf den anniihernd normalen 
Wert gesteigert werden konnte und auch das verminderte Minutenvolum 
zunahm, ja sogar iibernormal wurde. Diese Veriinderungen treten in 
einem Zeitraum von gleich nach der Injektion bis 5 Minuten darnach am 
deutlichsten auf, sind aber voriibergehend, so dass sie in 20-30 Minuten 
wieder zuriickgehen. Dabei bleibt das Bilirubin im Blute quantitativ 
unveriindert, und der Puls, welcher beim Ikterus, wie schon erwiihnt, 
Verlangsamung resp. Beschleunigung zeigt, wird durch Atropin restituiert 
resp. nicht veriindert, und die Atmung nimmt zu. 

In einer anderen Versuchsreihe wurde Adrenalin in kleiner Dosis 
(0,05 mg, Nr. 119) intravenés injiziert, wobei sich zeigte, dass sowohl 
Gasumsatz als auch Minutenvolum vermehrt war, aber iti einem so ge- 
ringen Grade wie bei intakten Tieren, wiihrend Adrenalininjektion in 
grosser Dose (0,35 mg, Nr. 120) Umsatz und Minutenvolum stiirker als 
beim normalen Tiere beeinflusste. Dies weist darauf hin, dass sich beim 
Ikterus ausser der parasympathischen Erregbarkeitssteigerung zugleich 
auch das sympathische System mehr oder weniger in erregtem Zustand 
befindet. Das Bilirubin im Blute erfiihrt durch Adrenalin keine Ver- 
anderung. 

Da die Veriinderungen des Gasumsatzes und Minutenvolums beim 
Ikterus durch Atropinisierung beseitigt werden kénnen, so kann man an- 
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nehmen, dass sie durch die Erregung des parasympathischen Systems her- 
vorgerufen werden und nicht unmittelbar durch die Fuktionsstérung der 
Leberzellen, denn, wenn dies der Fall wiire, so kénnte die Verinderung 
des Gasumsatzes nicht durch Atropin restituiert werden. 

Bauer und Spiegel” haben konstatiert, dass der Bilirubin- 
gehalt des Blutes bei verschiedenen Affektionen durch sympathische Rei- 
zung, also Adrenalingabe oder Vaguslihmung durch Atropin mehr oder 
minder herabgesetzt wird. Aber bei meinem Obstruktionsikterus wurde 


er durch Atropin nicht beeinflusst. 


Zusammenfassung. 


1. Bei dem durch Unterbindung des Gallenweges ent- 
stehenden Obstruktionsikterus werden Gasumsatz und Mi- 
nutenvolum herabgesetzt. Letzteres entspricht in seinen 
Verinderungen bei relativ leichtem I[kterus im grossen und 
ganzen ersterem, wird aber bei weiter verstirktem Ikterus 
viel intensiver verindert als der Gaswechsel. 

2. Die Veriinderungen des Gasumsatzes und Minuten- 
volums kénnen durch Atropin voriibergehend beseitigt wer- 
den, was darauf hindeutet, dass die im Stauungsikterus von 
der Erregung des Parasympathicus herrihren. 

3. Die Verinderungen des Gasumsatzes und Minuten- 
volums durch Adrenalin sind bei Tieren mit Obstruktions- 
ikterus stiirker als bei normalen. 

4. Dasdurch Obstruktionsikterus vermehrte Bilirubin 
im Blute wird durch Atropin oder Adrenalin garnicht beein- 


flusst. 


3) Bauer und Spiegel, Deutsch. Arch. f. kl. Med., 1919, 129, 17. 




















A Simple Method for Differentiation of Myeloic and 
Lymphatic Leucocytes of the Human Blood. 


A New Peroxidase Reaction (Copper Method). 


By 


AKIRA SATO and SOTOKICHI SEKIYA. 
(¢ @ w%) (i % % Vi) 


(From the Pediatrie Department of Prof. A. Sato, 
The Tohoku Imperial University, Sendai.) 


Reagents Used. 


1. Solution A. Copper sulphate solution, 0.5 per cent. 

2. Solution B. Preparation: Rub 0.2 gm. of benzidine with a few 
drops of water in a mortar. Add 200 c.c. of water at room temperature 
and filter. To the filtrate add 4 drops of hydrogen peroxid (5 per cent). 
As to the benzidine, not only benzidin. puriss. Merck, but also benzidine 
base Merck may be used with satisfaction. 

3. Solution C. This has no direct relation to the peroxidase re- 
action ; it is only a counter stain. 

(a) Safranin, aqueous solution, 1 per cent, or (b) neutral red, or 
(ec) carbol-fuchsin (one part in five). Safranin is by far the best of these 


counter stains. 
Method Used. 


To a fresh, dry blood smear apply Solution A. Pour off most of it 
and apply Solution B for two minutes. Then wash thoroughly with water. 
The peroxidase granules of the leucocytes are stained a deep bluish green, 
which does not fade. For counter-staining do not rinse after pouring off 
the peroxidase stain, but add Solution C at once and let stand for two 
minutes before washing. 

This was our original method of counter stain, but later we have 
found it much better to proceed as follows :— 
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Put one drop of aqueous solution of safranin, 0.05 per cent, on the 
object glass and cover it with the water-washed cover slide with the 
peroxidase-stained smear. ‘Then, the counter stain will become sufficiently 
strong until examined microscopically. Thus, we can save the whole time 


required for counter stain. 
Precautions. 


1. It is necessary to wash the peroxidase-stained smear thoroughly, 
otherwise blue precipitates may remain adhered to the smear, especially 
if this is not very fresh. 

2. It is not necessary that the mixture on the smear should become 
blue, when solution B is poured. This is what Suzuki experienced in 
our laboratory when he was studying the influence of different salts on 
the peroxidase reaction. But if the peroxidase stain fails in spite of 
repeated trials, mix solution A and B in a test tube. If the mixture will 
not become blue immediately or at all, the reagents have not been pre- 
pared as they should, or, what is frequently the case, the benzidine solution 
has not been saturated. 

3. Fixation of air-dried smears is not necessary, however fresh they 
may be. Solution A answers the double purpose, namely fixation and 


peroxidase stain. 
Result of Copper Method Stain. 


The cytoplasma of the myeloid leucocytes is stained blue by this 
method, whereas the lymphoid elements show no trace of blue or green 
but appear red because of their red-staining nuclei. 

Of the myeloid leucocytes, eosinophile and basophile granules are 
stained most intensively blue and appear large, while monocytes are most 
faintly stained and their granules appear small, though distinctly blue. 
Red cells and platelets always remain unstained either by peroxidase or by 


counter stain, except when carbolfuchsin is used. 


Preservation of Peroxidase-Stained Smears. 
Peroxidase-stained smears, if air-dried, can be preserved for any 
length of time. They may be mounted in cedar oil. 
Durability of Reagents. 


1. Solution A and counter stains, of course, need no fresh prepa- 


ration on any occasion. 
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2. Solution B may seem to deteriorate quite soon, especially because 
hydrogen peroxid is contained in it. But the fact is different. If it is 
kept in the dark when not in use, this preparation will last a year, although 
precipitation will begin to occur soon after preparation. 


Characteristics of the Copper Method. 


1. Reagents need no fresh preparation. 
2. Blood smears, however fresh, need no fixation. 
3. Blood smears, stained by this method, can be preserved without 
any treatment. 

4. This peroxidase stain not only serves for the dfferentiation of the 
lymphoid and myeloid elements, but also possesses some clinical signifi- 


cances, as will be discussed later. 


Part Played by Copper in the Present Peroxidase 


Reaction. 


Benzidine was used by different authors for peroxidase reaction of 
the blood smear, but we believe that the copper method is superior to other 
benzidine peroxidase methods, at least in one or more of the following 
points : 1) in simplicity, 2) in sensitivity, 3) in constancy of color and its 
contrast with the unstained red cells and 4) in the durability of the re- 
agents used. 

All these features of the present reaction are due to the use of copper 
solution ; the reason will be explained in the following pages except in the 
case of the durability of the reagents which was already mentioned. 

(1) Simplicity. The use of copper solution not only makes un- 
necessary any fixation reagent such as formation or alcohol etc., but also 
does the fixation within a very short time, almost the instant a blood 
smear comes into contact with it. Thus we lose no time in fixation. 
Besides, copper solution is effective in keeping peroxidase granules, while 
mere water tends to make them loose. Thus, the fixation as well as part 
of the peroxidase stain is done in almost no time. Thus, the time required 
for application of solution B is practically the whole time required for 
our peroxidase reaction. 

(2) Sensitivity. Besides the effect of copper solution to fix per- 
oxidase granules, the sensitiveness of the reaction is due to aqueous solution 
of benzidine, though the substance is much less soluble in water than in 
alcohol or water containing alcohol. The sensitiveness will be seen from 
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the fact too, that H. Ohara applied solution B for only twenty seconds 
instead of two minutes. (See item 3) also). 

(3) Constancy of color and contrast with unstained red cells. The 
color of peroxidase-positive leucocytes is constant, because the intensity of 
the reaction is proportional to the time of application of solution B. So 
the two minutes’ stain is much more intensive than the twenty minutes’ 
stain, while those stains of the same application time are equally intensive 
among themselves, freshness of smears and of solution B being equal. 

Besides, the constant blue color of the reaction stands in striking 
contrast to the unstained light brown red cells. Here is another advantage 
of the use of copper solution before the application of aqueous benzidine 
solution. We presumed at first that the reaction owes its blue color 
entirely to the use of copper solution and tried copper solutions other than 
sulphate with the expectation that still better results would be obtained, 
because thus the precipitation of benzidine sulphate would not come into 
question at all. But the result showed only that the sulphate was the 
best, though the reason could not be explained. By Suzuki, who has 
investigated the influence of many different salts on the reaction, it is made 
clear that the sulphate ion is unexpectedly contributory to the blue color, 
just as the copper ion is. Thus, the copper sulphate is a compound which 


combines in itself double advantage. 
Clinical Significance of Copper Peroxidase Reaction. 


Besides its use as a general hematological stain, specially contributory 
to the study of the origin of leucocytes, it has some clinical significances 
as will be related below :— 

1. H. Ohara” investigated the blood in surgical cases of purulent 
infection and found that in very severe cases some leucocytes were per- 
oxidase-negative. But he applied solution B for only twenty seconds, 
because he believed the two minutes of our original method to be too 
long. 

2. Yoshimatsu and Sato” accidentally have found that the per- 
oxidase reaction on fresh blood smears is negative in typical cases of acute 
lethargic encephalitis, and that it is positive in other diseases and other 
varieties of epidemic encephalitis, while the oxidase reaction of Winkler 
and Schultze is always positive in all diseases without exception. And 


1) If. Ohara, Jap. Med. World, 1922, 2, 164-166. 


Or 


2) Sato and Yoshimatsu, Amer. J. of Diseases of Childr., 1925, 29, 301. 
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they have found also that in typical cases of acute lethargic encephalitis 
the reaction shows the severity of the infection, so that the length of the 
staining time with solution B necessary to produce a positive reaction is 
directly proportional to the gravity of the prognosis. 

As to the peroxidase reaction of animal blood K. Shoji will report 
in the near future. According to his study the peroxidase reaction will 
be applied to the blood of different animals used for laboratory experi- 
mentation. The rabbit is the only exception as in the case of this animal 
solution B should contain twice as much hydrogen peroxid, so 8 drops of 
3 per cent solution per 200 c.c. of the benzidine filtrate. Our original 
method may according to him be used too in case of the rabbit blood, but 
then the smear should be very thin, thus it is always safe to use the 


modified solution B. 
Summary. 


1, A new peroxidase reaction is described which we believe is 
superior to other benzidine methods in simplicity, in sensitivity, in con- 
stancy of color and its contrast with the unstained red cells, and in the 
durability of the reagents used. This method is called “ copper method” 
because of the use of copper sulphate. 

2. Besides the differentiation of the myeloid and lymphoid nature 
of blood leucocytes the copper peroxidase reaction possesses some clinical 


significances, which have been related briefly. 











Experimentation on ‘“ Peroxydase-Punctured ”’ Animals. 


By 
SHUN-ICHI YOSHIMATSU. 
(Vi # Bt — 
(From the Department of Pediatrics, Medical college, Tohoku 
Imperial University, Sendai, Japan. Director, Prof. A. Sato.) 


All the myeloid leucocytes on the fresh blood smears of the “ per- 
oxydase-punctured ” rabbit’ fail to take peroxidase stain (copper method) 
while the oxidase stain remains positive. In other words, there is not a 
single myeloid leucocyte left in the circulating blood stream which is 
stained by the peroxidase method of Sato and Sekiya, while under 
oxidase they remain positive to the same degree as in the case of the control 
animal. 

In the present work the writer endeavors to show the relation of the 
emigrated leucocytes of the “ peroxidase-punctured ” rabbit to these two 


reactions. 


Method Used. 


1, Method of peroxidase puncture. 

The original method of Prof. Sato, which he himself recently 
modified. 

2. Method of gathering the leucocytes. 

Some bouillon was injected into the peritoneal cavity of the rabbit 
and leucocytes were gathered from there after a few hours by means of 
puncture. 

3. As to the consideration of the result of the peroxidase reaction I 
have been very careful, because blood smears of even a normal’ rabbit 
would be considered peroxidase-negative unless sufficient precautions were 
taken. (a) Only those animals were considered as successfully “ per- 


1) Sato, A. a. Yoshimatsu, Amer. J. Dis. Child., 1925, 29, 301. 
2) Sato, A., Amer. J. Dis. Child., 1925, 29, 313. 
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oxidase-punctured,” whose blood showed no peroxidase granules at all. 
Such animals as showed a mere decrease of the granules, however marked, 
were not regarded as successfully operated. (b) Solution B is always 
freshly prepared. 

When all the myeloid leucocytes on the blood smears taken from a 
“ peroxidase-punctured ” rabbit began to fail to take the peroxidase stain, 
while they remained oxidase-positive, I injected some bouillon into the 
peritoneal cavity of the rabbit. After a few hours emigrated cells were 
gathered by means of puncture. These emigrated leucocytes were tested 
for the two above described methods—the peroxidase and oxidase stains. 

As a previous experiment pus cells were mixed with some bouillon 
and kept at the room temperature for about two hours. But those myeloid 
elements remained as distinctly oxidase-positive, as before the treatment. 

These experiments are more difficult than they appear. The “ per- 
oxidase-puncture ” itself is a very difficult operation, but the success of 
this operation, though absolutely necessary for my experiment, is not the 
only condition ; the successfully punctured animal should remain alive 
until the gathering of leucocytes from the peritoneal cavity. Thus it has 
taken considerable time to obtain the last series of experiments (‘Table I, C.) 
but even these few experiments will be sufficient to show the required 
result. 

Results of the experiment are given in the following table. 





Blood leucotytes. Emigrated leucocytes. 


Oxidase R. Oxidase R. 


Peroxidase R. re Peroxidase R. + ; 
(Copper method) (Winkler (Copper method) Winkler 
Schultze) Schultze) 
Normal rabbit. 1. + + + + 
2. + t + t 
3+ | + + t 
4. + + + + 
5. + + + + 
Rabbit with 1. + + + + 
“ 4 
peroxidase- 
puncture” tried ~ + + 4 . 
with failure. 3. + | + + + 
} 
es im iar (aman a | 
Rabbit with 
“ peroxidase- .- + | . 
» 2 | 
puncture” tried » + / 


with success. 
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Conclusion. 


1. Peroxidase reaction (copper method) of Sato and Sekiya on 
emigrated leucocytes of the “ peroxidase-punctured ” rabbit is negative. 
2. The oxidase reaction of Winkler-Schultze on emigrated 


leucocytes remains always positive whether they are from normal or 


“ neroxidase-punctured ” animals. 














Colorimetric Method for the Determination of Inorganic 
Sulphates in Urine, Blood and Milk. 


By 


SHUN-ICHI YOSHIMATSU. 
(f# # &@ —) 


(From the Department of Pediatrics, Medical Oollege, Tohoku 
Imperial University, Sendai, Japan. Director, Prof. A. Sato.) 


There are, as far as the writer knows, two methods for rapid micro- 
determination of the inorganic sulphates in body fluids, one by W. Denis” 
and the other by C. White.” The former is a nephelometric determi- 
nation of colloidal barium sulphate, and the latter the modification of the 
benzidine method of C. Fiske.*’ No colorimetric method has been pro- 


posed for sulphate determination of body fluids. 


Principle. 


The sulphate is precipitated from a body fluid with benzidine hydro- 
chloride. The precipitate is dissolved in water and a mixture of iodine, 
potassium iodide and ammonia is added. The brown color thus developed 
is applied to the colorimetric method. 


Solutions Required. 


(1) Dissolve 0.0705 gm. of pure benzidine sulphate in distilled 
water and make up to 2,000 c.c. 10 c.c. of this solution equals 0.1 mgm. of 
SO,. This solution will if kept in a dark place last for six months. 

(2) Benzidine solution. 

4 gm. benzidine (K ah]baum) are rubbed into a fine paste with about 
20 c.c. of water and transferred with about 250 c.c. of water in a one liter 





1) Denis, W., J. Biol. Chem., 1921, 49, 311. 

2) White, H. L., Ber. ii. ges. Physiol., 1924, 23, 256. 

3) Fiske, C. H., J. Biol. Chem., 1921, 47, 59. 

4) Zimmerland a. Svanberg, O., Chem. Abst., 1923, 17, 703. 
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cylinder. 5 c.c. of concentrated hydrochloric acid (spec. grav. 1.19,) are 
added and make up to one liter with distilled water. This reagent will 
keep for six months at least. 

(3) Mixture of iodine, potassium iodine and ammonia. (This will 
be called “ Todine mixture ” below) 

A. Iodine 0.1 gm.; potassium iodine 0.2 gm.; distilled water 300 c.c. 

B. 2% Ammonia solution (20 ¢.c. of ammonia, spec. grav. 0.96, in 
80 c.c. of water). Before using mix two volumes of A with one volume of B. 

4. Saturated benzidine sulphate in 95% alcohol. 

Put about one gram of benzidine sulphate into 1,000 c.c. of 95% 
alcohol and shake well. Let it stand over night, then filter. 

5. Uranium acetate solution. 

Dissolve one gram of uranium acetate in 300 c.c. of water. 

6. Acetate solution. 

Sodium acetate 100 gm. and glacial acetic acid 30c.c. Make up to 
one liter with distilled water. 

All the chemicals used should of course be tested for the presence of 
sulphate. For the filtration use good ashless filter paper 


Method for the analysis of urine. 


Pipette an optimal amount of urine (adults’ urine 2 c.c., bottle-fed 
infant’s 10 c.c. or breast-fed infant’s 20 c.c.) into a 50 c.c. volumetric flask 
add 95% alcohol equivalent to one third of the amount of the urine. Add 
one c.c. of uranium acetate solution(5) and one c.c. of acetate solution(6), 
shake thoroughly, fill to the mark with water, then filter. Measure one 
c.c. of this filtrate into a conical centrifuge tube and add 5 c.c. of benzidine 
solution(2). Agitate with a glass rod for about five minutes. Then 
centrifuge, wash precipitate 2-3 times with benzidine saturated 95% 
alcohol(4). Transfer all the precipitate with water into a 100 c.c. volum- 
etric flask and dissolve in about 80 ¢.c. of water. In another 100 c.c. 
volumetric flask put exactly 10 c.c. of benzidine sulphate solution(1) and 
about 70 c.c. of water. Add to each of them 10 c.c. of the “ iodine mix- 
ture ”(3). A reddish brown color develops immediately. Wait one 
minute. Fill each flask with water and mix. Compare the colors at 
once in a Dubosque colorimeter, setting the standard at 20 mm. 


The calculation is as follows. 


~ading of standard 4 _— 
Rentey of tenes x 0.1 mg. in amount of filtrate taken. 


Reading of unknown 
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Discussion 

As Fiske* describes the benzidine method there are two sources of 
error. One of these is the possible contamination of benzidine sulphate 
with the benzidine phosphate which, however, can be eliminated by the 
addition of hydrochloric acid before precipitating with benzidine. The 
second is an increased solubility® of benzidine sulphate due to the presence 
of hydrochloric acid. Tables I and II show clearly that an excess of 
hydrochloric acid prevents the formation of benzidine sulphate precipitate. 


TABLE I. 


Analysis of sulphate solution without addition of hydrochloric acid 
and disodium phosphate. 








Theoretical value SO, SO, found by Folin’s Found by author’s method 
per 100 c.c. method per 100 c.c. per 100 c.c. 
100 mgm. 99.5 mgm. | 99 mgm. 
100 99.5 99.4 
100 99.5 | 99 


TABLE II. 


Analysis of sulphate with the addition of disodium phosphate 
and hydrochloric acid. 








Theoretical | Found by Found by P.O.added | HO (144) 
value of SO, Folin’s method | author’s method Pa 10 5 - 5 8 
per 100 c.c. per 100 c.c. per 100 c.c. a — 
100 mgm. | 99.5 mgm. 98 mgm. | 10 mgm. 0 
100 | 99.5 | 98 10 0 
100 99.5 99 10 0 
100 99.5 98 10 0 
100 99.5 98 10 0 
100 99 92 10 0. c.c. 
100 99 93 10 0.5 
100 99 92.5 10 0.5 
100 99) 94 10 0.1 
100 99 | 95 10 0.1 
100 99 95 10 0.1 


§ One part of cone. hydrochloric acid to three parts of distilled water. 


The above experiments (Table IT) prove that the sources of error will 
be eliminated when the phosphate is preliminarily removed from the solu- 


tion and no hydrochloric acid ia added. 


5) Drummond, J. C., Biochem. J., 1915, 9, 492. 
6) Rosenheim, O. a. Drummond, J. C., Biochem. J., 1914, 8, 143. 
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If the urine contains albumin, it must be removed before precipitation 
of sulphate. The removal of protein may conveniently be carried out as 
follows by use of Dazol” or alum cream”. 

Pipette an optimal amount of urine containing albumin into a 50 c.c. 
volumetric flask, add one c.c. of acetate solution (6) and one c.c. of uranium 
solution (5). Add 95 % alcohol to amount to one third of the amonnt of 
urine, and mix. Put 10 c.c. of Dazol (4 %) in it, shake vigorously, and fill 
to the mark with water (or after the addition of the alcohol fill to the 
mark with alum cream), then filter. To one c.c. of the filtrate add ben- 
zidine solution (2) and proceed as above described. 

In case the precipitate should not be dissolved in about 80 c.c. of 
water, it is better to transfer into a larger (200 c.c.) volumetric flask 


and dissolve it by the aid of more water. 


Taste III. 


Analysis of urine. 








Found by Folin’s Found by author’s nee mere 
method per 100 c.c. | method SO, per 100 c.c. | Difference. Average. 
0.1420 mgm. | 0.139 mgm. | —2.196 
0.139 —2.1 0.1383 
| 0.137 | 3.5 
0.1427 0.141 } —1.2 
| 0.138 | _29 0.139 
0.139 —2.1 
0.0810 0.081 0 
0.080 1.3 0.0813 
0.083 +2.5 
0.5630 0.580 +30 
0.556 12 0.5666 
0.251 0.250 —0.4 
0.253 +0.8 0.253 
0.249 | —0.8 





TABLE IV. 


, Analysis of urine containing albumin. 








SO, determined as BaSo, Fr eee 

Deproteinisation by usual | 50, — by _ ane Difference. 

manner. SO, per 100 c.c. —— = 
0.5632 mgm. 0.559 mgm. —0.7 % 
0.2820 0.275 —2.5 
0.2580 0.252 —2.3 


Removal of protein from the liquid by means of Dazol or alum cream does not effect 
the sulphate content of liquid. I shall report in another paper concerning this. 


7) Acollcidal substance prepared by A. Sato ard H. Takahashi (Sato, A. a. 
Takahashi, H., Tohoku Igaku Zasshi, 1922, 6, 523 (Jap.)); full report will be made by 
me in a forthcoming number of this Journal. 

8) Tracy, G. a. Welker, W. H., J. Biol. Chem., 1915, 22, 55. 
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Method for inorganic sulphate in blood. 


To 10 c.c. of citrated or oxalated blood or plasma (30 mgm. sodium 
citrate or 20 mgm. sodium oxalate) in a 50 c.c. volumetric flask are added 
one ¢.c. of acetate solution(6), one c.c. of uranium acetate solution(5), 13 c.c. 
of absolute alcohol and 15 c.c. of water. Dip into a boiling water bath till 
the protein coagulates with constant shaking. Then cool in running 
water, and fill to the mark with 10% Dazol, then mix. Or instead of 
Dazol fill to the mark with alum cream. But alum cream may be used 
only in case of serum, not of blood. With a 5 c.c. pipette introduce 5 c.c. 
of filtrate into a conical centrifuge tube, add five c.c. of benzidine solution(2), 
agitate with a glass rod for about five minutes and let stand for five 
minutes, then centrifuge. The precipitates are treated as described above. 

Data concerning the inorganic sulphates in blood are published by 
De Boer,” W. Denis,” and R. Meyer-Bisch.” The figures obtained 
by these investigators are put down in Table V together with those ob- 


tained by the author’s method. 


TABLE V. 








. i l 
"tenenetea)” SO, found by this method Figures obtained by other 
"per 100 c.c.8 per 100 c.c. investigators. 
| | ried ees a tae ee See a 
5.72 mgm. | 5.60 mgm. Horse serum | De Boer.” 
5.05 | BO ” | 0.021326 SO, Horse. 
5.10 4.9 - | W. Denis.» 
7.96 8.1 Oxen blood 1.8-4.0 mgm. (S) per 100 c.c. 
6.58 | 6.36 - | W. Denis.» 
5.65 | 5.5 Human blood 0.5-1.0 mgm. (8) per 100 c.c. 


(Congenital lues) Meyer-Bisch™ 
19-48 mgm. H,SO, per 100 c.c. 


§ Deproteinisation by means of Dazol. 


TABLE VI. 


Recovery of sulphate added to serum. 





Inorganic SO, . |» , . 
SO, : } ore value. | j 
per 10 ce. serum. 0, added | Theoretical value | Found 
0.48 mgm. 0.50 0.98 mgm. 0.97 mgm. 
0.48 0.40 0.88 "0.86 
0.48 0.30 0.78 0.76 


9) DeBoer, J. Physiol., 1917, 51, 220, 
10) Meyer-Bisch, R., Bioch. Zeitschr., 1924, 150, 25. 
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Method for inorganic sulphate in milk. 


25 c.c. of breast milk (cow’s milk 10 .c.) are measured into a 5 c.c. 
volumetric flask, add one c.c. of acetate solution(6), one c.c. of uranium 
acetate solution(5) and 10 ¢.c. of absolute alcohol. Dip into a boiling water 
bath till coagulation occurs. Then add 10 c.c. of 10% Dazol, shake 
vigorously and fill to the mark with water. Or instead of water and 
Dazol fill to the mark with alum cream. 5c.c. or 10 c.c. of the filtrate are 
put into a centrifuge tube, add 5 c.c. or 10 ¢.c. benzidine solution(2). 
Agitate with a glass rod about 10 minutes and let stand for 30 minutes, 
then centrifuge. Precipitates are treated as above described. As the 
sulphate concentration of the breast milk is very low, it is desirable to 
make use of the double diluted standard benzidine sulphate solution(1) 
instead of the original standard solution described under the title of 
solutions required. 

To my knowledge Laxa’s'” is the only figure for the inorganic 
sulphate of the breast milk (0.0089 gm. per 1000 c.c. SO,). His method 
is not a rapid one ; for dialysation will require considerable length of time. 


Taste VII. 








Cow’s milk. 


SO, found as BaSO, 


Found by author’s method 


Breast milk. 
Found by author’s method 








per 100 c.c. (macromethod) per 100 cc. per 100 c.c. 
9.0 mgm. 8.7 mgm. 0.62 mgm. 
12.0 12.0 1.9 
9.5 9.9 1.5 
1.2 
1.1 








Conclusions. 


1. A simple rapid colorimetric method for the determination of 
sulphates in urine, blood and milk is described. 

2. There is no loss of inorganic sulphate by the removal of protein 
from blood and milk according to the method described. 

3. The inorganic sulphate of the breast milk is found to amount to 
from 0.6 to 1.9 mgm. per 100 c.c. 


The expenses of the work have been partly defrayed by a grant from the Saito 


Gratitude Foundation. Prof. Akira Sato. 


11) Laxa, O., Ber. ii. ges. Physiol., 1923, 15, 176. 




















Zur Ausscheidung des Phenolsulfophthaleins aus 
gesunden Nieren. Zugleich ein Beitrag zur 
Technik der Phenolsulfophthaleinprobe. 


Ve mn 


Shichitaro Sugimura und Tetsutaro Aomura. 
(2H tk RR) (* H M@ & MW) 


(Aus der chirurgischen Universitatsklinik 
von Prof. Sh. Sugimura, Sendai.) 


Unter den verschiedenen Methoden der Nierenfunktionspriifung, die 
als Hilfsmittel zur Diagnose der chirurgischen Nierenerkrankungen ge- 
braucht werden, behauptet die sogenannte Farbstoffmethode wegen ihrer 
Einfachheit und Zweckmiissigkeit die hervorragendste Stellung. Abgesehen 
von der von V oelcker und Joseph eingefiihrten Indigokarminmethode, 
die besonders fiir die Chromocystoskopie geeignet ist, besitzt auch die 
Phenolsulfophthaleinprobe verschiedene V orziige vor anderen Methoden der 
Nierenfunktionspriifung. Diese Vorziige liegen nach Rowntree und 
Geraghty, den Erfindern der Methode, ausser der Unschiidlichkeit des 
Farbstoffes gegen das lokale Gewebe sowie den ganzen Organismus und 
also auch gegen die Nieren und ausser der langen Haltbarkeit des Priipa- 
rates, in der prompten Elimination des Farbstoffes aus den Nieren, in der 
leichten kolorimetrischen Bestimmbarkeit des im Urin ausgeschiedenen 
Farbstoffes, in der Kleinheit der Injektionsdose der Farblésung, sodass man 
damit das Herz nicht belastet, ferner in der Unabhiingigkeit des aus- 
geschiedenen Farbstoffquantums im Urin von der Menge des letzteren. 

Nach der ersten Veréffentlichung dieser Methode der funktionellen 
Nierendiagnostik seitens der Erfinder im Jahre 1910 erschien eine Anzahl 
Nachpriifungen der Probe sowohl an Nierengesunden als auch an verschie- 
denen Affektionen der Nieren. Wihrend Forscher wie Goodman und 
Kristeller, Boyd, Sehrt, Dietsch, Erne, Hess, Hessel, Mori, 
Nakagawa, Braasch, Milliken u.a.m. das Resultat der Erfinder auch 
an Nierengensunden im grossen und ganzen konstatierten, konnte eine 
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Tabellen 


kénnen 


Aus den 
I-III 
konstatieren, dass bei 
Nierengesunden nicht 
nur der Beginn der 
Ausscheidung 
Phenolsulfophthaleins, 


wir 


des 


sondern auch seine aus- 
geschiedene Menge in 
gewissen, auf seinen 
Eintritt in den Harn 
folgenden Zeitabschnit- 
ten ziemlich variierend 
ist. Die Ursachen 
dieser verschiedenen 
Ergebnisse bei den ein- 
zelnen Forschern sind 
wohl, wie von vielen 
Seiten hervorgehoben, 
1. auf die Verschieden- 
heit der Priiparate je 
nach den verschiede- 
nen Fabriken, 2. auf 
die Technik der In- 
jektion des Farbstoffes, 
3. auf die Methode des 
Auffangens des Urins 
und 4. auf die kolori- 
Bestim- 


im 


metrische 
mungsweise des 
Harn ausgeschiedenen 
Farbstoffes zuriickzu- 
fiihren. 

Sugimura wandte 


diese Methode der 


Nierenfunktionsprii- 
fung schon seit 1915 
bei einer grésseren An- 
Nierengesunder 


zahl 
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sowie bei Fiillen chirurgischer Nierenerkrankungen in seiner Klinik an. 
Ein Teil der Resultate wurde von Nakagawa publiziert. Wir wollen 
hier aber nur die Ergebnisse aus den neuerdings von uns angestellten 
Untersuchungen betreffs Phthaleinausscheidung bei Nierengesunden be- 
handeln und die Resultate bei chirurgischen Nierenerkrankungen an an- 
derem Orte veréffentlichen. 

Wir stellten niimlich, wie aus Tabelle [V ersichtlich, unseren Ver- 
such bei 24 Nierengesunden an. Es handelte sich bei diesen um Kranke, 
die wegen eines geringen chirurgischen Leidens, wie Inguinalhernie, Hi- 
morrhoiden, peripherischen Knochenerkrankungen der Extremitiiten, bei 
uns operiert und geheilt waren, und bei denen wir durch klinische Unter- 
suchung der Brust- und Bauchorgane und auch des Harns nichts Patholo- 
gisches nachweisen konnten. 

Nachdem, wie iiblich, den Untersuchten dreissig Minuten vor der 
Injektion des Farbstoffes 300 bis 500 cem Wasser per os dargereicht word- 
en war, injizierten wir bei jedem einzelnen Fall in einer Frist von einem bis 
drei Tagen 1,0 cem Phenolsulfophthalein (Priiparat von Hinson, West- 
cott, Dunning und Co. in Baltimore, U.S.A.) subkutan, intraglutaeal 
und intravenés unter genauer Dosierung mit der Rekordspritze und genau 
darauf Obacht gebend, dass kein Tropfen von der Farblésung beim Ein- 
spritzen aus der Nadel und beim Herausnehmen aus Stichkanal verloren 
ging. Als vierten Versuch’ stellten wir bei jedem Fall noch eine Unter- 
suchung der Phthaleinausscheidung bei intravenéser Injektion ohne vor- 
angehende Wasserzufuhr an. Das Auffangen des Urins geschah vom 
Augenblick der Injektion bis zum Erscheinen des Farbstoffs im Urin 
durch einen vorher in die Blase eingefiihrten Nelatonkatheter, dessen 
Lange in der Blase genau kontrolliert wurde, um einem Zuriickbleiben des 
Blasenharns vorzubeugen und sein stetes, freies Herausfliessen zu sichern. 
Nach dem Erscheinen des Farbstoffes im Urin nahm man mit Ausnahme 
einiger Fiille sofort den Nelatonkatheter heraus und liess nach Ablauf 
bestimmter Zeitabschnitte spontan urinieren. Die Farbstoffmenge in den 
einzelnen Urinportionen bestimmten wir dann mit Hilfe des Du boseq’schen 
Kolorimeters unter Benutzung einer jedesmal frisch dargestellten Stand- 
ardlésung. Auch bediententen wir uns vergleichender Weise des A uten- 
rieth-Kénigsberger’schen sowie Dunning’schen Kolorimeters zur 


Untersuchung. 
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Tabelle 
Beginn der Ausscheidung und ausgeschiedene Menge 
Ausscheidu 
r Name, Alter, Beginn d. - 
Unter- |" Geschl. u.’| Art u. Weise d. Injektion Aessches. | Ausschei- | 
such. No. Kérpe d “> d. 
—— = 1. halb. | 
Stunde 
| 
I Ts. 8. Subkut. Inj. mit Wassertrinken 4/30” 22,1 
12 j. Intragl. Inj. mit = 4/40” 24,2 
2,7 kg Intraven. Inj. mit a ¥ Oo” 53,0 
Intraven. Inj. ohne 3/50” 50,0 
II Ta. S. Subkut. Inj. mit Wassertrinken 4/20” 15,4 
14 j. § Intragl. Inj. mit ™ 4/20” 21,1 
40,5 kg Intraven. Inj. mit ~ 2/50” 65,3 
Intraven. Inj. ohne “ 3/40” 60,0 
III K. 58. Subkut. Inj. mit Wassertrinken 6/20” 20,7 | 
15 j. Intragl. Inj. mit * 6/20” 53,6 | 
38,4 kg Intraven. Inj. mit ~ ¥ 0” 54,5 | 
Intraven. Inj. ohne - 4/10” 45 | 
IV M. K. Subkut. Inj. mit Wassertrinken 5/20” 8,3 
16 j. Intrag]. Inj. mit ™ 5/20” 27,8 
40,5 kg Intraven. Inj. mit uA 4 0” 62,5 
Intrayen. Inj. ohne a 4/40” 51,7 
V S. S. Subkut. Inj. mit Wassertrinken 5/ 0” 30,0 
wi 9 Intragl. Inj. mit - 7” 0” 14,0 
50,0 kg Intrayen. Inj. mit ei 3 0” 57,7 
Intraven. Inj. ohne ne 4/30” 51,7 
VI R. A. Subkut. Inj. mit Wassertrinken 4/50” 21,9 | 
19 j. Intragl. Inj. mit ws ff 0” 37,5 | 
42,2 kg Intraven. Inj. mit “ 2/20” 60,0 
Intraven. Inj. ohne - 2/50” 50,8 
Vil made Subkut. Inj. mit Wassertrinken 4 0” 46,0 | 
20 j. Intragl. Inj. mit i oO” 51,0 | 
56,6 kg Intrayen. Inj. mit » yy ow 61,0 
, Intraven. Inj. ohne ne 3/30” 57,6 | 
| 
Vill a * Subkut. Inj. mit Wassertrinken Y 0” 17,2 | 
21 j. 2 Intragl. Inj. mit i 0” 25,0 | 
54,2 kg Intraven. Inj. mit ‘. 3 0” 26,6 | 
Intraven. Inj. ohne a 3/30” 429 | 
IX H, M. Subkut. Inj. mit Wassertrinken YY 0” 26,1 | 
22 j. 2 Intrag]. Inj. mit i 5/30” 37,0 | 
55,6 kg Intraven. Inj. mit ~ 2/50” 53,0 | 
Intraven. Inj. ohne ~ 4 0” 29,0 | 
xX & K. Subkut. Inj. mit Wassertrinken 8/ 0” 26,5 | 
23 j. Intrag]. Inj. mit a 6 0” 33,3 
40,5 kg Intrayen. Inj. mit ss 5/30” 67,1 
Intraven. Inj. ohne __,, 6/30” 61,1 
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ng in der 1. Stunde (2) 














Ausschei- | Ausschei- 
Ausschei- | Summe d. | dung in d. | dung in d. 
dung ind. | Ausschei- | 2. Stunde | 3. Stunde 
2. halb. | dung in d. (%) (%) 
Stunde 1. Stunde 
14,3 36,4 14,6 6,0 
17,1 41,3 15,3 8,2 
8&6 61,6 5,7 1,5 
8&3 58,3 5,4 2,8 
22,5 37,9 20,6 4,1 
19,5 40,6 17,3 42 
12,5 77,8 5,4 15 
10,3 70,3 5,0 1,7 
22,2 42,9 16,4 5,0 
12,7 73,3 6,5 2, 
15,0 69,5 3,0 2,0 
8,1 62,6 6,9 2,0 
20,4 38,7 17,1 8,6 
27,3 55,1 11,4 6,0 
9,7 72,2 5,5 3,0 
10,5 62,2 6,8 3,0 
20,1 50,1 146 3,0 
24,0 38,0 24,4 65 
13,6 71,3 7,7 1,8 
11,3 63,0 5,0 1,2 
21,4 43,3 15,6 7,1 
10,0 47,5 19,5 7,6 
143 74,3 9,0 17 
11,5 62,3 5,0 1,8 
12, 58,2 10,2 3,0 
15,7 66,7 6,2 1,7 
12,0 73,0 42 | 13 
10,1 67,7 4,8 12 
14,3 31,5 14,4 9,0 
20,5 45,5 17,3 5,0 
14,0 40,6 15,8 10,0 
21,1 63,1 48 14 
21,4 47,5 140 | 45 
21,0 56,0 8,5 2, 
12,0 65,0 4,0 2 
19,6 48,6 15,0 28 
20,0 46,5 14,4 4,5 
18,2 51,5 15,0 44 
9,8 769 6,5 13 
10,0 71,1 5,0 1,8 





Ausschei- 

dung in d. 

4, Stunde 
(%) 
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Totale Aus- 
scheidg in 
4 Stunden 


(%) 


58,6 
67,8 
69,8 
67,6 
63,6 


Totale Aus- 
scheidg in 
4 Stdn auf 
1 kg KGr- 

pergwt redu- 
ziert (2) 


1,37 
1,59 
1,63 
1,58 


1,57 
1,57 
2,12 


1,91 


1,75 
1,97 
1,97 
1,88 


1,74 
1,81 
2,02 
1,80 


1,87 
1,42 
1,62 
1,40 


1,66 
1,82 
°o 
ee | 


1,66 


1,28 
1,33 
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| Ausscheidu 
| amen rierenas 
. | Name, Alter, Beginn d. 
| ? E 
_Unter. Geschl. u. Art u. Weise d. Injektion | Ausschei- Ausschei 
such. No. | re pnercew den dung in d. | 
— sd | Lhalb. | 
| Stunde | 
XI Y. O. Subkut. Inj. mit Wassertrinken 8’ O” 21,4 
23 j. Intragl. Inj. mit ~ 8/ 0” 20,2 | 
56,9 kg Intrayen. Inj. mit i 6/ 0” 66,7 | 
Intraven. Inj.ohne _,, 7/ Oo” 64,7 | 
XII T.S. Subkut. Inj. mit Wassertrinken 4/40” 19,7 | 
23 j. ¢ Intrag]. Inj. mit ~ 4/50” 20,1 | 
47,2 kg Intrayen. Inj. mit i 2/ Oo” 58,0 | 
Intrayen. Inj. ohne me 3/10” 60,0 | 
XIII S. I. Subkut. Inj. mit Wassertrinken 6/ 0” 37,5 | 
25 j. 2 Intragl. Inj. mit - 7/ Q” 36,3 
41,1 kg Intrayen. Inj. mit i Oo” 50,0 | 
Intraven. Inj. ohne » 5/30” 49,8 | 
XIV Io. 8. Subkut. Inj. mit Wassertrinken 6/30” 20,3 | 
Wi ¢ Intragl. Inj. mit " 8’ 0” 33,7 | 
55,1 kg Intraven. Inj. mit ms ¥ Oo” 51,7 
Intraven. Inj. ohne ” Y 0” 28,0 
XV H.S. Subkut. Inj. mit Wassertrinken s oO” 22,0 | 
28 j. 2 Intragl. Inj. mit . | 10 o” 24,0 | 
61,6 kg Intraven. Inj. mit ” | 5 0” 53,4 
Intraven. Inj.ohne __,, 5 0” 35,0 | 
XVI G. H. Subkut. Inj. mit Wassertrinken 4 0” 34,4 | 
28 j. é Intragl. Inj. mit ” 6 0” 15,0 | 
47,4 kg Intraven. Inj. mit ia 3/30” 59,5 | 
Intraven. Inj.ohne __,, 4/ 0” 54,7 
XVII M. O. Subkut. Inj. mit Wassertrinken 7/30” 20,0 
30 j. § Intragl. Inj. mit - 5/10” 23,8 
57,5 kg Intraven. Inj. mit ” 4/40” 60,0 
Intraven. Inj. ohne = 5 0” 56,6 
XVIII Y. Om. Subkut. Inj. mit Wassertrinken 4/40” 20,7 
31 j. Intragl. Inj. mit - 6/20” 37,5 
45,3 kg Intraven. Inj. mit - 2/30” 60,0 
; Intrayen. Inj. ohne __,, 4 0” 31,9 | 
xIX | Y.E. Subkut. Inj. mit Wassertrinken 5 oO” 17,1 | 
35 j. Intragl. Inj. mit 9° 5/30” 25,0 
38,5 kg Intrayen. Inj. mit * 4/20” 27,3 
Intrayen. Inj. ohne » 4/50” 43,0 
xX U.N. Subkut. Inj. mit Wassertrinken 5’ 0” 15,8 | 
42 j. Intragl. Inj. mit ° 5/30” 22,7 
50,5 kg Intraven. Inj. mit - 4/20” 50,0 | 
Intraven. Inj. ohne ” 4/50” 32,3 | 
xXx | us. Subkut. Inj. mit Wassertrinken iv 0” 27,5 | 
42 j. ¢ Intragl. Inj. mit * 6 0” 35,5 
37,0 kg Intraven. Inj. mit “ 2/30” 68,7 | 
Intrayen. Inj. ohne Pe 3/30” 55,0 | 
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ng in der 1. Stunde (22) Totale Aus- 
—— ——| Ausschei- | Ausschei- Totale Aus-| scheidg in 
Ausschei- | Summe d. | dung in d. | dung in d. scheidg in | 4 Stdn auf 
dung in d. | Ausschei- | 2. Stunde | 3. Stunde 4 Stunden | 1 kg K6r- 
2.halb. | dungind.| (2%) (2%) (2%)  \pergwt redu- 
Stunde 1. Stunde | ziert (%) 
30,3 51,4 10,0 3,7 1,3 66,4 1,17 
15,8 36,0 19,0 10,3 3,8 69,1 1,22 
10,3 77,0 6,3 18 1,0 86,1 1,51 
9,3 74,0 5,3 1,6 1,2 82,1 1,44 
25,0 44,7 19,4 5,7 2,1 71,9 1,52 
23,0 3,1 19,8 8,6 7,5 79,0 1,68 
14,5 72,5 7,0 2,3 0,8 82,6 1,75 
12,2 72,2 6,5 11 0,5 80,3 1,70 
12,8 50,3 11,1 3,0 1,5 65,9 1,60 
24,6 60,9 4,0 1,7 1,0 67,6 1,64 
12,2 62,2 5,2 1,6 1,2 70,2 71 
7,3 57,1 6,3 20 1,0 66,4 1,62 
14,6 34,9 6,5 1,8 1,3 44,5 0,81 
20,3 54,0 10,6 2,8 1,0 68,4 12 
144 66,1 39 09 0,5 71,4 1'30 
35,0 63,0 3,5 1,0 0,7 68,2 12 
27,0 49,0 13,6 6,1 2,6 71,3 1,16 
12, 36,0 18,0 9,5 2.0 65,5 1,06 
8,8 62,2 a 4,7 1,0 67,9 1,10 
5,0 40,0 3,0 19 07 45,6 0,74 
19,9 54,3 16,1 1,5 1,5 73,4 1,55 
5,0 20,0 2,5 9,3 2,0 73,8 1,56 
143 73,8 5,0 1,8 0,3 80,9 L71 
8.6 63,3 45 16 0,7 70,1 1,48 
20,0 40,0 | 20,0 7,0 69,2 1,20 
19,9 428 | 18,0 7,3 70,6 1,23 
7,0 67,0 | 3,7 2,3 74,6 1,30 
6,5 63,1 | 4,9 15 70,2 1,22 
| 
18,8 39,5 | 18; 8,3 68,4 1,51 
18,7 56,2 | 184 3,0 80,0 177 
12, 72,0 | 5,6 15 80,3 177 
27,3 59,2 11,4 4,5 77,1 1:70 
18,5 35,6 21,1 5,2 64,3 1,67 
17,2 42,2 17,6 5,4 69,9 1182 
24,2 51,5 16,7 46 75,0 195 
19,9 62,9 | 7,6 2, 74,0 1,92 
16,7 32,5 9,7 15,6 59,8 1,18 
17,9 40,6 22,4 40 68,0 1,35 
9,4 59,4 | 7,5 42 72,3 1,43 
26,0 58,3 5,3 1,2 65,8 1,30 
16,0 43,5 16,9 48 67,2 1,82 
25,0 60,5 15,2 4,6 81,5 2,20 
10,0 78,7 6,0 1,6 87,3 2,36 
20,5 75,5 2:7 1,6 80,8 2,18 




































































* Die Zahlen in Klammern bedeuten das Maximum und Minimum. 
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| Ausscheidu 
t Name, Alter | Beginn d. . 
Unter: |" Geschl. u.'| Art u. Weise d. Injektion | Ausschei- | Ausehel: 
K6rpergew dung "S j 
1. halb. 
| Stunde 
XXII | F.M. Subkut. Inj. mit Wassertrinken | 7” 0” 11,9 
435. ¢ Intragl. Inj. mit - 8 Oo” 10,6 
42,0 kg Intraven. Inj. mit am 6/30” 26,3 
Intrayen. Inj. ohne _,, 5/30” 55,6 
XXII | J. K. Subkut. Inj. mit Wassertrinken 8 Oo” 24,4 
| 47 j. 3 Intragl. Inj. mit ~” Y Oo” 31,6 
| 47,7 kg Intraven. Inj. mit a 3/40” 54,5 
| Intraven. Inj. ohne - i 0” 50,0 
XXIV | K.A. Subkut. Inj. mit Wassertrinken 1V 0” 17,0 
| 493 2 Intragl. Inj. mit sp 1Y 0” 15,0 
| 55,0 kg Intraven. Inj. mit e 0” 50,0 
Intrayen. Inj. ohne “ 6/ Oo” 23,0 
Tabelle 
Beginn der Ausscheidung und ausgeschiedene Menge des Phenol 
Ausscheidung in der 1. Stunde 
Art u. Weise d. Beginn d. ° : 
ae : Ausscheidung | Ausscheidung 
Injektion Ausscheidung | in d. 1. halben | in d. 2. halben Summe 
Stunde Stunde 
= | Subkutane 6 4” 23,122 20,52 43,696 
<3 Injektion (4/-10/)* (11,99%-46,022) | (12,022-50,022) | (29,076-61,922) 
° 
V4 z Intramusk. 6/36” 28,2 19,822 48,02 
oq | (intraglut.) (4/20”-10/) | (10,696-53,622) | (5,09¢-54,592) | (20,02¢-73,396 
5° >| Injektion 
5 
= & | Intraven. 3/50” 54,022 11,922 65,926 
= | Injektion (2/-6/30”) (26,396-67,192) | (7,0%2-24,29) | (37,696-78,7 2c) 
Intraven. | 4/35” 47,9°% 14,12 62,02 
Injektion | (2/50%-7/) (29,0%-64,792) | (5,0%-35,092) | (40,0°¢-72,022) 
ohne yorheriges | 
Wassertrinken 





Wie aus den Tabellen ITV und V ersichtlich, unterliegt der Beginn 





der Phenolsulfophthaleinaussscheidung nach der Injektion bei unseren 


Beobachtungen an Nierengesunden nur leichten Schwankungen. 


Dies 


stimmt im grossen und ganzen mit den Resultaten der oben angefiihrten ver- 
Wir bemerken auch hier, dass der Eintritt 


schiedenen Autoren iiberein. 
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ng in der 1. Stunde (2) | Totale Aus- 
Ausschei- | Ausschei- | Ausschei- | Totale Aus-| scheidg in 
Ausschei- | Summe d. | dung in d. | dung in d. | dung in d. | scheidg in | 4 Stdn auf 
—> d. | Ausschei- | 2. Stunde | 3. Stunde | 4. Stunde | 4 Stunden | 1 kg Kér- 
2. halb. | dung in d. (%) (26) (%) | (%) pergwt redu- 
Stunde 1. Stunde ziert (2%) 
50,0 61,9 14,0 2,8 04 | 79,1 1,88 
54,5 65,1 10,9 3,0 15 | 805 1,92 
11,3 37,6 5,5 15 1,0 45,6 1,09 
14,6 70,2 5,5 2,2 03 | 78,2 1,86 
21,9 #63 | 17,1 | 2,5 20 | 67,9 1,42 
22,2 53,8 | 32 | 3,0 09 | 70,9 1,49 
7,1 61,6 | 6,5 2,8 1,0 71,9 1,51 
8.2 58,2 | 45 | 3,0 23 | 68,0 1,43 
} | 
12,0 20 | 100 | 100 00 | 59,0 1,07 
13,0 23,0 | 16,0 | 10,0 16,0 | 70,0 1,27 
8,0 58,0 | 5,0 | 7,5 5,4 75,9 1,38 
17,0 400 | 170 | 40 9,0 70,0 1'27 
V. 


sulfophthaleins im Durchschnitt unserer Fille yon Nierengesunden. 





Summe d. Aus- 


Totale Ausschei- 





Ausscheidung | Ausscheidung | Ausscheidung oie i. dung auf 1 kg 
in d. 2. Stunde | in d. 3. Stunde | in d. 4. Stunde —- KGrpergewicht 
4 Stunden 4 
; uziert. 
| | | 

14,826 9% 26% | 649% | 1,432 
(6,5%-21,192) | (1,59¢-15,69¢ (0,426-6,022) (44,526-79,1 22) (0,81 22-1,8822 ) 

16,2% 54% 8 8=6| (bee 72.2% | — 1,85% 


(4,02%2-42,522) 


(1,72%-10,32%) | 


(0,526-16,02) 


| 


(63,822-81,52%) 


(45,026-82,122) | 


(1,06 24-2,2022) 


(1,22 26-21,8 22) 


6,6°% 2,7°% 1,4% 76,6% 1,642 
(3,7 %-16,7%) | (0,9%6-10,0%) | (0,396-5,4%%) | (65,59¢-87,326) | (1,0926-2,367¢) 
6,3% % 71,72 1,552 


(2,7 26-17,076) 





41 26 
(1,124-4,592) 


yo 
(0,326-9,024) 





des Farbstoffes in den Harn bei intravenéser Injektion viel schneller vor 
sich geht, als bei subkutaner oder intramuskulirer und sogar intravenéser 
Injektion ohne vorangehende Wasserdarreichung. Wenn sich Kneise 
besonders an ziemlich grosse Differenzen am Beginn der Phthaleinausschei- 


dung auch bei intravenéser Injektion erinnert und Suter wenig Gewicht 
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auf den Eintritt gegeniiber der ausgeschiedenen Menge des Phthaleins legt, 
so miissen wir doch nach obigen Beobachtungen sowie nach klinischen Er- 
fahrungen bei uns darauf hinweisen, dass die Beobachtung des ersten 
Eintritts des Phthaleins besonders nach intravenéser Injektion und auch 
beim Ureterenkatheterismus sehr wertvoll werden kann. 

Was nun den Verlauf der Phthaleinausscheidung bei subkutaner 
Injektion bei unseren Fiillen betrifft, so steigt die Ausscheidungskurve in 
der ersten Stunde steil an, dann aber in der zweiten Stunde mehr oder 
weniger deutlich ab und in der dritten und vierten Stunde allmiihlich ab. 
Wenn wir noch gesondert die Ausscheidung des Phthaleins in der ersten 
sowie der zweiten halben Stunde in Erwiigung ziehen, so teilen sich die 
Ausscheidungskurven bei subkutaner Injektion in drei Arten. Die Aus- 
scheidung der ersten halben Stunde ist niimlich in der Mehrzahl der Fille 
(Fall 1, 5, 7, 8-10, 13, 14, 16, 18, 21, 23, 24) weit hdher als die der zweiten 
halben Stunde, so dass also auch der Héhepunkt der ganzen Kurve in der 
ersten halben Stunde liegt (Kurve der ersten Kategorie). In wenigen 
Fiillen (Fall 2-4, 11, 12, 15, 22) ist die Ausscheidung des Farbstoffs in 
der zweiten halben Stunde hoher als in der ersten halben Stunde ; dann 
findet sich der Gipfel der Kurve in der zweiten halben Stunde (die zweite 
Kategorie). In der dritten Kategorie (Fall 6, 17, 19, 20) bleibt die Aus- 
scheidung sowohl in der ersten als auch in der zweiten halben Stunde 
annihernd gleich und weniger hoch, und der Gipfel der ganzen Kurve 
geht so beinah verloren, und diese nihert sich stets einer Horizontalen, der 
Ordinate. 

Die Kurve der Phthaleinausscheidung bei intraglutaealer Injektion 
verliiuft zwar iihnlich, aber doch mit etwas héherem Gipfel in der ersten 
Stunde und mit darauf folgendem, steiler abfallendem Schenkel als bei 
subkutaner Injektion. Betreffs der Ausscheidung innerhalb der ersten 
Stunde konstatiert man in der Mehrzahl der Fiille (Fall 1-8, 6-11, 13-21, 
23, 24) die Kurve der oben genannten ersten Kategorie, und weit seltener 
im Vergleich zur subkutanen Injektion, also nur als Ausnahme, trifft man 
die Kurve der zweiten (Fall 5, 12, 22) und auch der dritten Kategorie 
(Fall 4) an. Wir bemerken also, dass die Ausscheidung des Phthaleins 
innerhalb der ersten halben Stunde bei intramuskulirer Injektion weit 
vollkommener erfolgt als bei subkutaner Injektion des Farbstoffs. 

Bei intravenéser Injektion des Farbstoffs erscheint der Kulminations- 
punkt der Ausscheidungskurve in der ersten Stunde weit héher und die 
Ausscheidung in der zweiten und dritten Stunde weit niedriger, also der 
absteigende Schenkel der Kurve weit steiler als bei subkutaner und in- 
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tramuskulirer Injektion, so dass bei ihr die Ausscheidung des Phenol-_ 
sulfophthaleins weit schneller und vollkommener erledigt wird. Diese 
Tendenz ist deutlicher und auch in typischer Weise ausgepriigt in der Aus- 
scheidung innerhalb der ersten und zweiten halben Stunde bei intravenéser 
Injektion. Man bemerkt hier bei allen Fiillen ohne jede Ausnahme eine 
iiberwiegende Ausscheidungsmenge in der ersten halben Stunde, also lauter 
Kurven der ersten Kategorie. Die der zweiten und dritten Kategorie 
konnten wir dabei nicht konstatieren. Die Ausscheidung des Farbstoffs 
auch in der ersten halben Stunde geschieht also bei intravendser Injektion 
weit vollstiindiger und prompter als bei subkutaner und intramuskulirer 
Injektion. 

Die Phthaleinausscheidung bei intravenéser Injektion ohne vorherige 
Wasserzufuhr nimmt einen iihnlichen Verlauf wie bei intravendéser Injektion 
mit vorheriger Wasserdarreichung. Die Kurve erreicht aber keinen ebenso 
hohen Kulminationspunkt wie bei intravenéser Injektion ohne vorherige 
Flissigkeitszufuhr, und der absteigende Schenkel der Kurve ist in der 
zweiten und dritten Stunde ebenso steil. Man trifft hier auch meist 
Kurven der ersten Kategorie in Bezug auf die Ausscheidung in der ersten 
und zweiten halben Stunde (Fall 1-8, 10-13, 15-17, 19, 21-23), jedoch 
auch als Ausnahme die Kurve der zweiten (Fall 9, 18, 20, 24) und der 
dritten Kategorie (Fall 14). Also bei Fiillen intravenéser Injektion ohne 
vorherige Wasseraufnahme geht die Ausscheidung des Farbstoffs weniger 
prompt und weniger vollstiindig vor sich im Vergleich zu den Fiillen mit 
vorheriger Fliissigkeitszufuhr. 

Uber die Gesamtmenge des innerhalb 4 Stunden ausgeschiedenen 
Phenolsulfophthaleins bei unseren Fiillen und ihre Reduktion pro kg 
K6rpergewicht in jeder Art der Farbstoffeinverleibung sei auf die Tabellen 
IV und V verwiesen. Nur méchten wir daraus hervorheben, dass bei 
fast allen intravenés injizierten Fillen mit vorausgegangener Wasserdar- 
reichung, d.h. mit Ausnahme eines einzigen Falls (Fall 22), wo es aus 
dem unten anzufiihrenden Grunde zur verminderten Ausscheidung gekom- 
men zu sein scheint, die Gesamtausscheidung innerhalb 4 Stunden sowie 
die Farbstoffausscheidung pro kg Kérpergewicht die bei allen anderen In- 
jektionsarten des Phthaleins weit iibertreffen. 

Wir bemerken nun aus der Tabelle V, dass auch bei unseren Fiillen, 
wie von Roedelius, Kneise u.a.m. betont worden ist, die ausgeschiedene 
Phthaleinmenge in den einzelnen Zeitabschnitten sowie bei jeder Injektions- 
weise des Mittels in ziemlich weiten Grenzen variiert und dass die Zahlen- 
werte der Phthaleinausscheidung bei unseren Fiillen durchschnittlich etwas 
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Durchschnittskurven der Phthaleinausscheidung 
50 unserer Fiille der Nierengesunden bei 
verschiedener Injektionsweise. 


subkutane Injektion mit Wasserdarreichung 


40 
—--—-- intraglutaeale Injektion mit = 
—— intravendse Injektion mit * 
—-———  intravendse Injektion ohne - 











niedriger als die der verschiedenen anderen, auch der japanischen Forscher, 
sind. Jedenfalls kénnen wir uns auch aus den Durchschnittskurven unserer 
Beobachtungen iiberzeugen, dass die Ausscheidung des Farbstoffes bei 
intravenéser Injektion schneller und vollkommener erfolgt als bei den 
anderen Injekionsweisen, was auch von Geraghty und Rowntree aus 
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Beobachtungen an Menschen und dem Experimente an Hunden konstatiert 
wurde. Nach diesen Forschern kénnte man demnach bei der Phthaleinprobe 
durch intravenése Injektion des Mittels unter Umstiinden die Beobach- 
tungszeit auf eine viertel oder halbe Stunde beschriinken. Fromme und 
Rubner halten auch die intravendse Anwendung des Phthaleins fiir 
weitaus freier von Fehlern als die intramuskulire Injektion. Nach ihnen 
und Eichmann ist bei intramuskularer Zufuhr schlechte Resorption die 
Fehlerquelle. Besonders zeigt nach Roth intraglutaeale Injektion sehr 
oft in falscher Weise subnormale Werte an, und die Resorption des Farb- 
stoffes bei der Injekiion in die gut durchbluteten Lumbalmuskeln geht 
besser und schneller vor sich als in fettreicher, bindegewebiger, schwartiger 
Glutaealmuskulatur. Bei der von Walthard studierten Ausscheidungs- 
kurve des Phthaleins handelte es sich meistens um intraglutaeale In- 
jektion. Wir kénnen aus unseren obigen Beobachtungen, mit Lembcke 
und Sa phrasowie Roedelius, nochmals hervorheben, dass die intravenése 
Injektion schnellere und konstantere Ausscheidung bewirkt. 

Die Phthaleinausscheidung aus den einzelnen geunden Nieren tritt 
nach Rowntree und Geraghty, Goldberg u.a. entweder gleichzeitig 
oder héchstens mit einern Unterschied von einigen Minuten ein und betriigt 
beinah dasselbe Prozent und nach Tardo je 25-30% des injizierten Farb- 
stoffes innerhalb der ersten Stunde. Nach Tardo und Goldberger soll 
reflektorische Polyurie, die durch Einfiihrung des Katheters hervorgerufen 
wird, keinen Einfluss auf die ausgeschiedene Menge des Farbstoffes im Ein- 
zelnierenharn ausiiben. Wihrend Fromme und Rubner bei intravenéser 
Injektion die Beobachtungszeit noch bis zur dritten Stunde ausgedehnt 
wissen und Wrobel und Renner die Phthaleinprobe iiberhaupt fiir 
unbrauchbar bei Ureterenkatheterimus halten, empfehlen Autoren wie 
Goldberg, Hess, Braasch, Negro und Colombet und Roedelius 
diese Probe als geeignet fiir die Funktionsprifung bei chirurgischen Nieren- 
erkungen, verbunden mit Ureterenkatheterismus und intravenéser In- 
jektion, so dass man damit die Beobachtungszeit bedeutend verkiirzen kann. 
Die Erfahrungen von Sugimura mit der Phthaleinprobe bei Ureteren- 
katheterismus, die an anderem Orte veréffentlicht werden sollen, stimmen 
mit den Beobachtungen der zuletzt genannten Forscher iiberein. 

Wir kommen nun zuriick zu den oben angefiihrten Fehlerquellen in 
der Technik der Phenolsufophthaleinprobe, die die Resultate sehr zu beein- 
flussen scheinen. 

Dass die von verschiedenen Fabriken gelieferten Priiparate von 
Phenolsulfophthalein an Farbstoffgehalt ganz verschieden voneinander 
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sind und demnach ganz verschiedene Resultate geben, wurde schon von 
Roth hervorgehoben. Er fand, dass das deutsche Priparat weniger 
fiirbende Substanz enthilt als das amerkanische und 18-20% geringere 
Ausscheidung gibt. Lohnstein hat auch Ahnliches beobachtet. Negro 
und Colombet konstatierten einen Uuterschied von ungefihr 25% zwi- 
schen dem deutschen und franzésischen Priiparate. Sie und auch Roede- 
lius sowie Walthard bemerkten, dass bei dem Priiparate mit der Zeit, 
teils infolge der Einwirkung des Lichtes, ein Nachlassen der Wirkung 
eintritt. Wir fanden nur einen minimalen Unterchied an Farbstoffgehalt 
und Farbenton zwischen den japanischen und amerikanischen Priiparaten. 
Trotzdem stimmen wir auch der Meinung von Walthard zu, dass die 
meisten widersprechenden Angaben sicher in der Ungleichheit der Priipa- 
rate ihre Erklirung finden kénnen. 

Was nun die Technik der Injektion des Farbstoffes betrifft, so wurde 
von Forschern wie Sehrt, Erne, Fromme und Rubner, Roth, Negro 
und Colombet die Benutzung einer genau geeichten Rekordspritze 
empfohlen. Nach Roth muss bei Anwendung des Mittels darauf geachtet 
werden, dass bei und nach der Injektion von der eingespritzten Fliissigkeit 
nichts voriibergeht bezw. herausliiuft. Fromme und Rubner bemerkten, 
dass der Verlust von zwei grésseren Tropfen der Farbstofflésung einem 
Verlust von ca. 10% im Gesamtresultate entsprechen kann, was von Roth 
und Erne bestitigt wurde. Wir empfehlen den Gebrauch einer trocknen, 
2 ccm fassenden Rekordspritze; durch Verwendung einer feuchten, 1 ccm 
fussenden Rekordspritze kann ungefihr 7% Verlust in der Phthaleinaus- 
scheidung vorkommen. 

Nach Roth darf bei der Abmessung des Harns ein etwaiger Rest- 
harn nicht vernachlissigt werden, und bei minderwertiger Ausscheidung 
muss die Kontrolle mit dem Katheter vorgenommen werden. Beim Auf- 
fangen des Urins mit dem Katheter machte schon Nakagawa aus unserer 
Klinik darauf aufmerksam, dass die Tiefe des hineingefiihrten Katheters 
genau kontrolliert werden muss, um freies Abfliessen des Blasenharns zu 
sichern. Wir beobachteten bei Fall 22, einer 42 jihrigen, stark nervésen 
Frau, eine geringere Phthaleinausscheidung nur bei intravenéser Injektion. 
Dies war sicher auf ihre enorme Aufregung und psychische Hemmung 
infolge vom Liegenlassen des Katheters zuriickzufiihren. 

Das Verabfolgen von etwa einem viertel oder halben Liter Wasser 20 
bis 30 Minuten vor der Injektion des Farbstoffes nach der urspriinglichen 
Methodik wurde von den meisten Forschern beibehalten, ist aber von 
einigen wie Dietsch jeher als iiberfliissig betrachtet, insofern die Harn- 














Ausscheidung des Phenolsulfophthaleins aus gesunden Nieren 141 


menge nicht den geringsten Einfluss auf die Farbstoffausscheidung habe. 
Dass die Menge des Urins auf das Farbstoffquantum keinen Einfluss ausiibt, 
ist von Rowntree und Geraghty, Goodman und Kristeller, Good- 
man, Boyd, Roedelius betont worden. Aber nach Strauss ist die 
Menge der gleichzeitig aufgenommenen Fliissigkeit doch nicht ganz ohne 
Einfluss auf den Ablauf der Probe, und nach Hess ist das Wassertrinken 
in der Beziehung vorteilhaft, dass man dadurch gleichzeitig mit der Phtha- 
leinprobe einen Wasserversuch im Sinne von Strauss und Albarran 
anstellen kann. Ferner priiften Lembcke und Saphra an einer und 
derselben Person die Phthaleinausscheidung bei trockner und feuchter 
Dist und fanden bei Trockendiat 5-9% weniger Ausscheidung innerhalb 
der ersten Stunde. 

Nach unseren Beobachtungen méchten wir auch behaupten, dass die 
Wasserdarreichung eine sehr wichtige Prozedur bei der Phthaleinprobe 
ausmacht. Durch den starken Urinstrom infolge der Diurese, die durch 
vorangehende Wasserzufuhr hervorgerufen wird, erfolgt die Wegspiilung 
des den Farbstoff enthaltenden Urins durch die Nieren und oberen Harn- 
wege vollkommener, so dass es besonders bei Ureterenkatheterismus noch 
vorteilhafter werden kann. Wir fanden, wie aus den Tabellen TV und V 
ersichtlich, dass die Farbstoffausscheidung bei intravenéser Injektion ohne 
vorherige Wasserzufuhr hinter der mit vorangehendem Wassertrinken 
weit zuriicksteht, so dass die Ausscheidungskurve bei ersterer einen weniger 
hohen Kulminationspunkt und weniger konstanten Typus als bei letzterer 
zeigt. Nur durch vorherige Wasserzufuhr kann man niimlich bei intra- 
vendser Injektion des Phthaleins eine schnelle, vollstiindige und auch 
konstantere Ausscheidung, besonders auch in der ersten und zweiten halben 
Stunde erzielen. 

Dass die Kolorimetrie des im Urin ausgeschiedenen Phenolsulfophtha- 
leins einer gewissen Einiibung bedarf, ist schon von Roth hervorgeho- 
ben worden. Wir bemerken, dass Fehler aus veralteter Standardlésung 
besonders beim Autenrieth-Kénigsberger’schen und Dunning’- 
schen Kolorimeter hervortreten. Es ist deshalb empfehlenswert, sich 
jedesmal einer frisch angefertigten Standardlésung zu bedienen, wie das 
Negro und Colombet betonen. Auch die Bestimmung unter dem Tages- 
lichte ist sehr wichtig. Wir gebrauchten bei unseren Untersuchungen 
den Duboscq’schen Kolorimeter mit frisch verfertigter Standardlésung. 

Aus unseren Resultaten geht hervor, dass bei Ausfiihrung der 
Phthaleinmethode intravenise Injektion am geeignetsten fiir die Priifung 
der gesamten sowie der einzelnen Nierenfunktion ist. Hierbei geht die 
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Ausscheidung am schnellsten und vollkommensten, und zwar fast ohne 
Ausnahme, vor sich. Bei subkutaner und intramuskulirer Injektion 
werden die Schwankungen in der normalen Ausscheidung noch grésser. 
Jedenfalls ist die genaue Ausfiihrung der Technik, wie schon erwihnt, 
massgebend fiir die Probe. Ausserdem bemerken wir noch, dass man bei 
der Verwertung der ausgeschiedenen Phthaleinmenge auch bei Nierenge- 
sunden den Einfluss verschiedener extrarenaler Faktoren beriicksichtigen 


muss. 
Zusammenfassung. 


1. Wir stellten an 24 Nierengesunden Versuche iiber subkutane, 
intramuskulire und intravenése Einverleibung des Phenolsulfophthaleins 
unter vorangehender Wasserdarreichung und intravendse Injektion ohne 
vorheriges Wassertrinken an und priiften die Ausscheidung des Farbstoffs 
im Laufe von 4 Stunden. 

2. Die Einzelheiten iiber den Beginn der Phthaleinausscheidung und 
die ausgeschiedene Menge in den einzelnen Zeitabschnitten sind in Tabelle 
IV und die Durchschnittswerte der Ubersicht halber in Tabelle V wie- 
dergegeben. 

5. Die Ausscheidung des Phthaleins geht bei intravenéser Injektion 
mit vorheriger Wasserdarreichung, aber nicht bei der ohne vorangehende 
Wasserzufuhr, am schnellsten, vollkommensten und konstantesten vor sich. 
Die Ausscheidungkurve erreicht dabei schon in der ersten halben Stunde 
ihren Kulminationspunkt, um in der zweiten halben Stunde wieder steil 
abzufallen. Diese Anwendungsweise des Phthaleins ist demnach am ge- 
eignetsten fiir die Funktionspriifung der einzelnen oder beider Nieren. 
Bei subkutaner und intramuskulirer (intraglutaealer) Injektion zeigen 
sich die Kurven als mehr inkonstant. 

4. Die vorangehende Wasserdarreichung gilt nach unseren Beobach- 
tungen als eine ausserordentlich wichtige Prozedur bei der Phthalein- 
probe bei jeder Applikationsweise des Mittels. Ohne sie wird auch das 
Resultat der intravenésen Injektion beeintriichtigt. 

5. Ferner ist bei der Anstellung der Phthaleinprobe genaues Beach- 
ten auf die Wahl des Priiparates, die Injektionstechnik und die Kolori- 
metrie massgebend. Da aber die Schwankungen in der normalen Aus- 
scheidung des Phthaleins in ziemlich weiten Grenzen liegen, so miissen 
wir bei der Verwertung der Zeit des Eintritts der Farbstoffausscheidung 
und der ausgeschiedenen Menge in den einzelnen Zeitabschnitten auch ver- 
schiedene extrarenale Bedingungen in Betracht ziehen. 
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Uber die den Sympathikus sensibilisierende Wirkung 
des Hypertonikerserums. 


Von 


Sakari Tashiro. 
(HA ft Ah) 


(Aus dev medizinischen Klinik von Prof. Dr. T. Kato, 
Kaiserl. Universitat, Sendai.) 


Trotz einer grossen Reithe von Arbeiten nicht nur von Klinikern 
sondern auch von experimentellen Pathophysiologen ist der Entstehungs- 
mechanismus der krankhaften Blutdrucksteigerung noch nicht vollig auf- 
geklirt, und die Lésung dieser Frage steht gegenwiirtig im Vordergrund 
des wissenschaftlichen Interesses der Fachleute. 

Die zuerst von Schur und Wiesel” gebrachte Angabe, dass im 
nephritischen Serum Adrenalin oder adrenalinihnliche Stoffe vermelrt 
sind und dies mit dem dauernden Hochdruck in engem, ursiichlichem 
Zusammenhang steht, konnte von vielen Autoren (Frinkel’, Kretsch- 
mer’, Comessatti®, Janeway”, Kato und Watanabe” usw.) nicht 
bestiitigt werden. Sodann hat man sein Augenmerk auf die Adrenalin- 
empfindlichkeit bei Hypertonie gerichtet, und es liegen schon einige wert- 
volle Untersuchungen auf diesem Gebiet vor. Neuerdings haben Hetény i 
und Siimegi” gefunden, dass bei allen Zustiinden von Hy pertonie einer intra- 
venésen Injektion von 0,005 mg Adrenalin erhebliche Blutdrucksteigerung 
folgt, wiihrend normale Individuen auf sie nicht oder héchstens mit ganz 
minimaler Blutdruckschwankung reagieren. Ferner hat Hassencamp* 
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beobachtet, dass bei essenticller Hypertonic, genuiner und sekundiirer 
Schrumpfniere {—{ mg Adrenalin, intravenés einverleibt, deutliche Blut- 
drucksteigerung erzeugt. Hess” fand die Adrenalinempfindlichkeit bei 
Hypertonien verschiedener Art normal bis stark erhéht. Nach diesem 
Autor ist aber der Kurvenablauf des Blutdrucks oft veriindert; dies zeigt 
sich oft in einem besonders starken Abfall vor oder wiihrend des Anstiegs. 
Ferner hat Ky lin? nachgewiesen, dass bei essentieller Hypertonie durch 
eine intravendése Injektion von 0,005 oder 0,01 mg Adrenalin eine beinahe 
konstante Blutdrucksenkung bewirkt wird, die aber beim Vorbehandeln 
der Patienten mit Kalzium und Atropin umgekehrt ansteigt. 

Etwas friher, vor einigen Jahren, haben Kato und Watanabe” das 
nephritische Serum direkt dem Halssympathikus appliziert und, gemessen 
an der elektrischen Reizschwelle dieses Nerven, eben merkliche Pupillener- 
weiterung zu erzeugen, gefunden, dass das Serum von chronischen Nephri- 
tikern mit Hochdruck die elektrische Erregbarkeit des Sympathikus stei- 
gert. Sie konnten weiter feststellen, dass die wirksame Subststanz des 
Serums sehr labil ist ; sie wird durch Stehenlassen wiihrend mehr als 
vierundzwanzig Stunden, durch Erwiirmung bei 56°C oder durch Ab- 
trocknen des Serums zerstért; ferner dass sie im Alkohol und Ather unlés- 
lich ist, nach Enteiweissen des Serums verschwindet und beim Dialysieren 
des Serums in Dialysat iibergeht, woraus sie vermuteten, dass das aktive 
Prinzip aller Wahrscheinlichkeit nach zu den Eiweissarten gehért aber 
sicher nicht Globulin ist. Des weiteren haben sie? nachgewiesen, dass bei 
chronischen Nephritikern Adrenalineintriiufelung in den Konjunktivalsack 
eine mehr oder weniger deutliche Mydriasis erzeugt. Weil damals dic 
klinische Einteilung des hiimatogenen Nierenleidens nicht so vollkommen 
entwickelt war wie heute, so wurden leider in dem Rahmen der chronischen 
Nephritiden verschiedene Formen von Hochdruck untergebracht. Daher 
ist es nun sehr wiinschenswert, unter dem modernen Begriff der Einteilung 
die Angabe von Kato und Watanabe nachzupriifen und zu sehen, ob es 
irgend einen Unterschied zwischen chronischer diffuser Glomerulonephri- 
tis bzw. sekundiirer Schrumpfniere und gutartiger sowie bésartiger Hy per- 
tonie beziiglich der Wirkung des Serums auf die sympathische Nervenerreg- 
barkeit gibt. Zu diesem Zweck wurde die vorliegende experimentelle 
Untersuchung ausgefiihrt. Die Arbeitsmethode war dieselbe wie bei den 


1) Hess, Verh. d. deutsch. Gesellsch. f. inn. Med., 1924, 263. 
2) Kylin, KI]. Wochenschr., 1924, 1175. 

3) Katou. Watanabe, l.c. 

4) Dieselben: Tohoku Journ. of Exp. Med., 1920, 1, 187. 








146 S. Tashiro 


beiden eben genannten Autoren.* 


1. Chronische diffuse Glomerulonephritis und sekundire 
Schrumpfniere. 


Die Resultate aus den Experimenten zur Ermittlung der Veriinde- 
rung der Erregbarkeit des Halssympathikus nach Einwirken des Serums 
bei chronischer diffuser Glomerulonephritis und sekundiirer Schrumpfniere 
sind in Tab. 1 kurz zusammengefasst. Daraus ersieht man, dass, wenn 
das Serum eines an chronischer diffuser Glomerulonephritis mit Hochdruck 
oder an sekundiirer Schrumpfniere Leidendes einige Zeit lang auf den 
Halssy mpathikus einer Katze einwirkt, inden meisten Fiillen der Schwellen- 
wert der elektrischen Reizstiirke, der eine eben merkliche Pupillenerweite- 
rung auf der gereizten Seite bewirken kann, erniedrigt wird, wihrend dem 
Serum eines chronischen Nephritikers ohne Blutdrucksteigerung eine 
solehe Wirkung fehlt. 


Beispieldes Experimentes. Versuch 51. 8. VIII. 1925. 

Glomerulonephritis diffusa chronica. S.E. 53 Jahre alter Mann, leidet seit Jahren an 
Nierenl iden, klagt iiber Herzkl»pfen, Atemnot bei kérperlichen Anstrengungen, Appetit- 
mangel und Odem an Gesicht und Unterschenkeln. Das Herz zwei Querfingerbreiten 
nach links iiber die Mamillarlinie hinaus hypertrophiert, der zweite Aortenton stark akzen- 
tuiert. Blutdruck 205-105 mm Hg Riva-Rocci. Aniimie. Am Gesicht und Unterschenkel 
hochgradiges Odem. Harn: sauer, spezifisches Gewicht 1018, Eiweissgehalt 1,5 %, mikro- 
skopisch Zylinder reichlich, rote Blutzellen und Fiterzellen nur spirlich. Wasserversuch: 
nur 17% in 4 Stunden ausgeschieden; Phenolsulfonphthaleinausscheidung 302% in 2 Stun- 
den. 

Das Blut vormittags um 11 Uhr 10 Min. entnommen und sofort das Serum isoliert. 

Das Kontrollserum von einem 19 jiihrigen Neurastheniker gewonnen. (Der Blutdruck 
107 mm Hg Riva-Rocci.) Blutentnahme vorm. um 11 Uhr. 

Katze: 9° 2,2 kg. 

930’ yorm. Tracheotomie unter Athernarkose, dann Billroth sche Ather-Chloro- 
form-Alkohol-Narkose durch Trachealkaniile. 

10607’ Der rechte Halssympthikus isoliert und durchschnitten. 

1020’ Der linke Halssympathikus isoliert und durchschnitten. Die Pupille bds. gleich 
gross, sehr klein. 

11557’ Die Reizschwelle der elektrischen Erregbarkeit des Nerven rechts 37,5em R.A. 

1250 nachm. Die Reizschwelle der elektrischen Erregbarkeit des Nerven links 30 
cm R.A. 


* Beide Halssympathizi einer Katze wird in situ isoliert und auf der einen Seite in 
ein mit Hypertonikerserum befeuchtetes Wattestiick und auf der anderen Seite in eine 
Watte mit normalem Serum je fiir } bis eine Stunde eingebettet und die elektrischen Erreg- 
barkeiten des Nerven vor und nach dem Einwirken des Serums mit den eben merkliche 
Pupillenerweiterung erzielenden Schwellenreizen mittelst eines du Bo is-Re ym ondschen 


Induktoriums gemessen und verglichen. 
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12509 Der rechte Nery mit dem Serum des Patienten behandelt. 
1251 Der linke Nerv in Kontrollwatte eingebettet. 
12°40’ Die Reizschwelle des Nerven rechts 44 em R.A. 
12°41 Die Serumwatte auf der rechten Seite gewechselt. 
12545 Die Reizschwelle des Nerven links 29 em R.A. 
12547’ Die Serumwatte auf der linken Seite gewechselt. 
1512’ Die Reizschwelle des Nerven rechts 42,5 em R.A. 
151¥Y Die Serumwatte auf der rechten Seite gewechselt. 
1515 Die Reiz chwelle des Nerven links 29 em R.A. 
1516’ Die Serumwatte auf der linken Seite gewechselt. 
1538’ Die Rei schwelle des Nerven rechts 44,5 em R.A. 
1540’ Die Serumwatte auf der recht n Seite gewechselt. 
1543 Die Reizschwelle des Nerven links 30,5 em R.A. 
1544’ Die Serumwatte auf der linken Seite gewechselt. 
206/ Die Reizschwelle des Nerven rechts 45 em R.A. 
2510’ Die Reizschwelle des Nerven links 31 em R.A. 
Tabelle 1.* 
Die Serumwirkung bei chronischer Glomerulonephritis und 
sekundiirer Schrumpfniere. 
~ is =F Reizschwelle nach Serum- 
S > — =~ 33 * . 
2 s | az Klinische | 2°% applikation 
= = |35 4! Diagnose | $23 
= | = 2== | 30 Min 60 Min 90 Min. 
— } le } 
S. D. | 17 | 156 | Chronische ditt 2 | 505 | 49 51 50,5 9 
| domerulonephrith (35) 36) (36 (26) 36) 1) 
K.8S. | 49] 153 | ,, , 2 40 48 47 53 13 
(36) (36) | (35,5) | (35) 1 
Hs.|33116), » , 30 | 345 5 36,5 6,5 
(29) (29) (31) | (31,5) (2,5) 
| | | | 
rN. 44/193| ,, ws ” 37,5 40,5 | 43 44 43,5 6,5 
(37) | (37) | (87) | (39) | (38,5) (2 
| 
H.Y. | 38) 178) ,, ‘ “ 35,5 39,5 3 44 44,5 os) 
(36,5) 36) (36,5) (37) 36,5) 0,5) 
K. 1. | 49 | 160 Sekundiin 375 | 46,5 | 465 | 47 9,5 
Schnunpfuiere ere oe on r eo © 
(35,5) (56,5) (37,5) (38) (2,5) 
= 
P.K. | 54/172) , Pe * 34,5 43 3 41 | 85 
| (32,5) | (31,5) (30) (30) (—2,5) 
| | 
63/202} , » » | 37,5 | 44 42,5 | 44,5 | 45 | 7p 
S. E. | (30) | (29) | (29) | (30,5) | (31,5) | (1,5) 
| | | 





* In simmtlichen Tabellen ist die Reizschwelle der Erregbarkeit mit dem Rollenab- 


stand (cm) bezeichnet. 


Die Zahlen in Klammern zeigen die Schwellenwerte auf der Kon- 


trollseite, wo das normale Serum angewandt wurde. 
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2 is 2 Reizschwelle nach Serum- 232 
= | 2|£) Klinische | applikation pee 
3 = |=)! Diagnose a - eer es 
= <= |3s-)] ; . 2 . 2 . | eke 
= la | | 30 Min 60 Min 90 Min,|120Min 2352 

ra ——!-— } ; 

T. I. 27 233) _Sekundiire | 27,5 31 | 285 | 325 | 315 5 
| oe (39) | (37) 39) | (385) | (-2 

| er) ‘ } ated \ } \ ’ 

K.W. | 51 , 150 | Ghronische aise | 30,5 | 305 | 31 3 30,5 0,5 
| Glomerutonephrits | (30,5) | (30,5) | (30,5) | (30,5) | (80) | (—0,5) 

EAIMi aia « «= ; 26,5 | 2,5 | 26 26,5 0,5 
(26) | (25) | (25) 25) | (265) (05 

K.N.| 37/120! , » ow» | 29,5 | 295 | 205 | 295 0 
(30) | (30) | (29,5) | (30) (—0,5 


2. Essentielle bzw. gutartige Hypertonie. 


Auffallenderweise hat sich erwiesen, dass das Serum bei essentieller 
Hypertonie meistens keinen deutlichen Einfluss auf die Erregbarkeit des 
peripherischen Sympathikus ausiibt. Nur ausnahmsweise wurde hie und 
da eine leichte Erregbarkeitsteigerung beobachtet. (Tab. 2) 


BeispieldesExperimentes. Versuch 40. 12. III. 1925. 

Essentielle Hypertonie mit abgelaufener Hirnblutung. 8.8. 55 Jahre alt, klagte in 
Juni 1920 plétzlich tber Parese des linken Beines und Pariisthesie der linken Kérper- 
hiilfte. Diese Beschwerden allmiihlich gebessert. Im November letzten Jahres klagte er iiber 
dumpfen Schmerz in der Herzgegend und als Hypertonie behandelt. Der Blutdruck stieg 
oft ber 200 mm Hg auf vor der Aufnahme in unsere Klinik. Der Herz nah links eine 
Querfingerbreite tiber die Mamillarlinie hinaus hypertrophiert, der erste Spitzenton unrein, 
der zweite Aortenton gesteigert. Kein Odem. Augenhintergrund frei. Blutdruck bei der 
Entnahme der Blutprobe 176 mm Hg Riva-Rocci. Harn: klar, sauer, spezifisches Ge- 
wicht 1006, Eiweiss auf Sulfosalizylsiure eine Spur, keine Erythrozyten, keine Zylinder. 

Die Blutentnahme yorm. um 10 Uhr 55 Min. 

Das Kontrollserum: genommen einem Gesunden, wobei der Blutdruck 110 mm Hg 
Rivya-Rocci. Die Blutentnahme yorm. um 10 Uhr 40 Min. 

Katze: 9 2,27 kg. 

11510’ yorm. Tracheotomie unter Athernarkose, dann A-C-F-Narkose durch Trache 
alkaniile. 

12025 nachm. Der rechte Halssympathikus isoliert und durchschnitten. 

12°40” Der linke Halssympathikus isoliert und durchschnitten. Die Pupille bd- 
gleich gross. 

2515’ Die Reizschwelle des Nerven rechts 48,5 em R.A. 

2420’ Die Reizschwelle des Nerven links 46 em R.A. 

2'23/ Der rechte Nerv mit dem Serum des Patienten behandelt. 

225’ Der linke Nerv mit dem Kontrollserum behandelt. 

346’ Die Reizschwelle rechts 50 cm R.A. 

3548’ Die Serumwatte auf der rechten Seite gewechselt 


3558’ Die Reizschewlle des Nerven links 47 em R.A. 
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359 Die Serumwatte anf der linken Seite gewechselt 
4516’ Die Reizschwelle des Nerven rechts 49,5 em R.A. 
417’ Die Serumwatte auf der rechten Seite gewechselt. 
4°20” Die Reizschwelle des Nerven links 45,5 em R.A. 
4521’ Die Serumwatte auf der linken Seste gewechselt. 
4541’ Die Reizschwelle des Nerven rechts 50 em R.A. 
4°45/ Die Reizschwelle des Neryen links 46,5 em R.A. 


Tabelle 2. 


Die Serumwirkung bei gutartiger Hypertonie. 





Reizsch Reizschwelle nach Serumapplikation | ne. 
Patient | Alter mane welle vor ansee * = 

i : k Serumap- ee é 
— plikation 30 Min. | 60 Min. 


ere | | 


— — ™ a Ver tt. 





wirkung 


90 Min, | 120 Min, | "xh Semum 


T. R. 58 187 39,5 | 40 40 40 | | O65 
40) 40) 40) (40) | (0) 

zs 53 | 145 27 27,5 27,5 27,5 | 37 6|l0C l6O6 
31) 31,5) (31) (31) (31) | (0,5 

vy. & 5d 195 29 30 | 29 29,5 | I 
28) 28 28,5 (28) | | (0,5) 

T. §. 52 212 | 26,5 29 29 29 29,5 | 3 
26,5 27) | (27) | (26) | (26) | (0,5) 

CS. | 69 170 26 26 26 65 | 625 | OF 
25) 24) (23,5) (23) (23,5) —3) 

K. S. 54 195 27 30 27 27 27) | 3 
32) 3 32 33) (3 ; (2) 

K.M. | 65 185 2. 26 26 260 OC 1 
| (30,5) (29,5 (31) (30,5) | | (0,5) 

K.A. | 68 310 |; 31 | 8 30,5 30,5 | | —05 
| (32,5) 33) (32,5) 32,5) | | (0,5) 

8. S. | 55 176 | 48,5 50 | 49,5 50 | | 15 
} (46) 47) (45,5 46,5) | (1) 

M.Y. | 64 227 27,5 7,5 | 38 27 0,5 
(29) 29) (29,5) 29) (0,5) 

M.S. | 53 | 174 36,5 10,5 41,5 ma. | 5 
36) (35) (35) 34,5) | (— 1,5) 

W.S. | 50 | 220 26,5 26 27 26,5 | | OS 
26) 25) (26) (26) t = th 
] i | 

T.0. | 67 | 188 31 32,5 | 335 32 1,5 
(20,5) (20,5) (20,5) (2,0) (—0,5) 


3. Bésartige Hypertonie (genuine Schrumpfniere). 


Es hat sich herausgestellt, dass bei maligner Hypertonie (sog. genuiner 
Schrumpfniere) wie bei chronischer diffuser Glomerulonephritis mit 
Bludrucksteigerung bzw. sekundirer Schrumpfniere das Serum den 
Sympathikus sensibilisiert. In Tab. 3 ist das Ergebnis der Versuche zu- 
sammengestellt. 
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Beispieldes Experimentes. Versuch 47. 11. VII. 1925. 

Maligne Hypertonie. T.S. 44 Juhre alt, klagt seit fiinf Monaten iiber allgemeine Mattig- 
keit, Kopfdruck, Herzklopfen bei Kérperbewegung, schlechten Schlaf und Nykturie. Der 
Spitzenstoss des Herzens zwei Querfingerbreiten ausserhalb der linken Mamillarlinie fiihl- 
bar, der erste Spitzenton unrein, der zweite Aortenton akzentuiert. Blutdruck 207 mm 
Hg Riva-Rocci. Kein Odem. test-N im Blute 35 mg?. Der 
Wasserversuch ergab eine Ausscheidung von 68% in 4 Stunden, die Phenolsulfonphthalein- 
Harn: gelblich, ganz klar, sauer, spezifisches Gewicht 1020, 


Augenhintergrund o.B. 


probe 30% in 2 Stunden. 
Eiweiss deutlich, mikroskopisch rote Blutzellen spiirlich sichtbar. 

Blutentnahme vyorm. um 11°19. 

Zur Kontrolle diente das Serum eines Gesunden. Blutentnahme vorm. um 1050/. 

Katze: ° 2,27 kg. 

11520’ yorm. Tracheotomie unter Athernarkose, dann mit A-C-E-Gemisch durch 
Trachealkaniile narkotisiert. 

12 yorm. Der rechte Halssympathikus isoliert und durchschnitten. 


1212’ Der linke Halssympathikus isoliert und durchschnitten. Die Pupille bds. 


gleichgross. 
1°10’ nachm. Die Reizschwelle des Nerven rechts 57 em R.A. 
1»20 Die Reizschwelle des Neryen links 57 em R.A. 
1522’ Der rechte Nerv mit dem Serum des Patienten behandelt. 
1»25/ Der linke Nary mit dem Serum des Gesunden behandelt. 
20 Die Reizschwelle rechts 64 cm R.A. 
2508’ Die Serumwatte auf der rechten Seite cewechselt. 
2517’ Die Reizschwelle links 56 em R.A. 
2519 Die Serumwatte auf der linken Seite gewechselt. 
2531’ Die Reizschwelle rechts 67 cm R.A. 
232’ Die Serumwatte auf der rechten Seite gewechselt. 
203 Die Reizechwelle links 57,5 cm R.A. 


2h37/ 
2h55/ 


Dn5S/ 


Die Serumwatte auf der linken Seite gewechselt. 
Die Reizschwelle rechts 67,5 cm R.A. 
Die Reizschwelle links 59 em R.A. 


Tabelle 3. 


Die Serumwirkung bei maligner Hypertonie. 





| . ° ° ren; 
4 Blit- | Beizh Reizschwelle nach Serumapplikation | ,Pifereng 
Patient | Alter doh } needed $$ —_—_—— ellen voru. 
| druck | piikation | 30 Min, | 60 Min. 90 Min. | 100 Min. | "ch Serum 
8 5S 44 230 25 25 31 | 31 | 6 
(25) (25 (24,5) | (24,5) | (—0,5) 
E.8 | 68 205 28 29 33 33 5 
(24) (24,5) (24) (24,5) (0,5) 
I.8& | 55 250 | 27,5 39 39 41,5 14 
| (23) (24,5) (25) (26 (25) (3) 
T.S. | 44 207 57 64 67 67,5 10,5 
(57) (56) (57,5) (59) | (2) 
T.K. | @ 250 | 29 31,5 29 34,5 5,5 
(33) (33,5) (32) (33,5) | (0,5) 
SM. 52 175 28 36 36 36,5 | 35,5 8,5 
(29) (30) (30) (30) | (28,5) | (—1,5) 
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Eine Durchsicht neuester Literatur ergibt, dass Hiiles u. a. neulich 
ziemlich eingehende Untersuchungen beziiglich der Ursache des Hoch- 
druckes angestellt haben. Hiilse” kam durch seine fritheren Experi- 
mente zu dem Ergebnis, dass die Hypertonie nicht auf die Vermehrung 
der die Gefiisse zusammenzichenden Bestandteile, besonders des Adrenalins 
im Blute, zuriickzufiihren ist. Er? beobachtete, dass das Blut von Nephriti- 
kern das Trendelenburgsche Froschgefiisspriiparat fiir Adrenalin sensi- 
bilisiert, das Blut genuiner Hypertoniker jedoch nicht. Spiiter hat er” 
Hunden und Meerschweinchen Serum von Patienten mit Blutdrucksteige- 
rung injiziert und bestiitigte unter Benutzung von Adrenalin als Priifungs- 
mittel der Anspruchbarkeit der Gefiisse, dass bei hy pertonischer Nephritis 
im Blute Stoffe vorkommen, welche die Gefisserregberkeit, gemessen an 
der Stiirke des Adrenalinausschlages, in forderndem Sinne beeinflussen. Er 
fand, dass beim Blute des essentiellen Hypertonikers solche Wirkung 
vermisst wird, wiihrend aber beim Ubergang der Hypertonie in genuine 
Schrumpfniere sofort auch dieses Blut ausgesprochene, die Gefiisserregbar- 
keit steigernde Eigenschaft annimmt. Ferner hat er®, gemeinsam mit 
Strauss, untersucht, ob Blutdrucksteigerung bei hypertonischer Neph- 
ritis durch Auftreten héherer Eiweissspaltprodukte im Blute bedingt sei, 
und hat dabei festgestellt, dass Witte-Pepton bei Hunden die Adrenalin- 
wirkung verstiirkt und im Blute hypertonischer Nephritiker (akute 
diffuse Glomerulonephritis,; Eklampsie, chronische Nephritis, genuine 
Schrumpfniere), entsprechend der sensibilisierenden Wirkung dieses Blutes 
im Tierversuche, stets ein betriichtlicher Anstieg des formoltitrierbaren 
Amino-N nach Siiurehydrolyse nachzuweien ist, aber im Gegensatz hierzu 
das Blut bei essentieller Hypertonie keine héheren Eiweissspaltprodukte 
(Peptone) enthiilt. 

Im Einklang mit diesem Ergebnis haben Deicke und Hiilse” beim 
Menschen durch Messung der Veriinderungen des arteriellen Blutdruckes 
sowie des Venendruckes nach intravenéser Injektion von 0,005 mg Adre- 
nalin konstatiert, dass alle nephritischen Hypertonien, also diejenigen bei 
akuter und chronischer Glomerulonephritis und bei genuiner Schrumpf- 
niere erhéhte Adrenalinempfindlichkeit zeigten, wiihrend bei essentieller 

1) Hiuilse, Zeitschr, f. d. ges. exp. Med., 1922, 30, 268. 
2) Hiilse, Kl. Wochenschr., 1923, 99. 
3) Hiilse, Zeitschr. f. d. ges. exp. Med., 1924, 39, 413. 


4) Hiilseu. Strauss, Zeitschr. f. d. ges. exp. Med., 1924, 39, 423. 
5) Deicke u. Hiilse, Verh. d. deutsch. Gesellsch. f. inn. Med., 1924, 277; Deutsch. 


Arch. f. kl. Med., 1924, 145, 360. 
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Hypertonie der Blutdruck sich wie beim Normalen verhilt. In diesem 
Zusammenhang ist noch zu erwiihnen der Befund von Handovsky und 
EK. Meyer”, dass Serum, Zitratplasma und defibriniertes Blut vom Men- 
schen und Kalb am Krawkowschen Herz- oder Ohrpriiparat stets cine 
starke, mit der Verdiinnung abnehmende Konstriktion der Getiisse be- 
wirken, welche durch Zusatz von Traubenzucker gehemmt wird. Diese 
Wirkung ist besonders stark beim Blut von genuiner Hypertonie, wiihrend 
sie im Blut nephritischer Hypertoniker nicht beobachtet wird. 

Nun hat meine experimentelle Untersuchung die friiheren Ergebnis- 
xe von Kato und Watanabe bestiitigt, dass im Blutserum hypertonischer 
Nephritiker die Erregbarkeit des Sympathikus steigernde Stoffe enthalten 
sind. Sie sind aber im Serum essentieller Hypertoniker und chronischer 
Nephritiker ohne Blutdrucksteigerung nicht nachweisbar. Diese sensibili- 
sierende Wirkung kommt dem Blutserum bei chronischer Glomerulo- 
nephritis mit Blutdrucksteigerung bzw. sekundiirer Schrumpfniere und auch 
bei genuiner Schrumpfniere mehr oder weniger ausgesprochen zu. Héchst- 
wahrscheinlich ist das wirksame Substrat eine Eiweissart, wie das Kato 
und Watanabe angegeben haben, was mit den experimentellen Ergeb- 
nissen von Hiilse u. a. iibereinstimmt. Es ist aber damit noch nicht ent- 
schieden, ob die yon uns bestiitigte, die sympathische Erregbarkeit stei- 
gernde Substanz mit den von Hiilse u. a. nachgewiesenen héheren Eiweiss- 


spaltprodukten identisch ist. 


Zusammenfassung. 


Die friiher von Kato und Watanabe nachgewiesene Wirkung des 
Serums chronischer Nephritiker, insbesondere bei Schrumpfniere, durch 
Einwirkung auf den peripherischen sympathischen Nerven dessen Erreg- 
barkeit gegen elektrischen Reiz zu steigern, kommt hauptsiichlich chroni- 
scher diffuser Glomerulonephritis mit Blutdrucksteigerung, sekundirer 
Schrumpfniere und maligner Hypertonie (genuiner Schrumpfniere) zu. 
Diese den Sympathikus sensibilisierende Wirkung wird bei essentieller bzw. 
gutartiger Hypertonie und bei chronischer Glomerulonephritis ohne Blut- 


drucksteigerung vermisst. 


1) Handovskyu. Meyer, KI. Wochenschr., 1923, 82. 














Uber Mikroorganismen aus der Paratyphus B-Enteritis- 
Gruppe, welche bei Tieren vorkommen.* 


Von 


Dr. Kikuo Sakai. 
(i Mi if) 
(Aus dem bakteriologischen Institut der Universitat = 
Sendai, Direktor: Prof. Dr. K. Aoki.) 


Die in der Uberschrift angegebene Frage wurde schon von vielen 
Forschern so griindlich studiert, dass es iiberfliissig erscheinen kénnte, 
jetzt nochmal dariiber zu berichten. Aber was mich veranlasst, dic Frage 
noch einmal zu behandeln, ist der Wunsch, zu erfahren, zu welchen Er- 
gebnissen man bei Anwendung der Methode gelangt, nach welcher Aoki 
und seine Mitarbeiter seit mehreren Jahren arbeiten. Aoki war der 
Meinung, dass man die Mikroorganismen aus dieser Gruppe, welche 
manchmal gegenseitig so nahe verwandt sind, dass man sie selbst aggluti- 
natorisch kaum unterscheiden kann, nur dadurch zu differenzieren yer- 
mag, dass cinheitlich wirkende Sera aus diesen Mikroorganismen gebraucht 
werden. Nach langen Untersuchungen dieser Mikroorganismen gelang es 
ihm, vier solche Sera herzustellen, von denen zwei Paratyphus B-Sc hott- 
miiller, die anderen zwei Miiusetyphusbazillen repriisentieren. Als Para- 
typhus B-Sera wurden zweierlei Sera hergestellt, von denen das eine das- 
jenige darstellt, welches Paratyphus B-Schott miiller- und Miiusety phus- 
bazillen sehr stark, bis zum Titer agglutinieren kann, und das andere das- 
jenige, welches nur Paratyphus B-Schottmiillerbazillen becinflussen 
kann. Als Miiusetyphussera wurden ebenfalls zwei Arten dargestellt, von 
denen die eine so wirkt, dass Schottmiiller bazillen fast ebenso stark wie 
homologe Bakterien agglutinieren ; die andere dagegen kann allein Miiuse- 
typhusbazillen bis zum Titer agglutinieren. Durch Anwendung dieser 
Sera konnte ich schon 200 Stiimme Paratyphus B-Schottmiiller, eben- 


* Diese Arbeit wurde durch Unterstiitzung aus der Sait6-Stiftung erméglicht. Wir 
sprechen hier unseren yerbindlichsten Dank dafiir aus. 
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falls 100 Stimme Miusetyphusbazillen deutlich unterscheiden. Ferner 
konnten wir im Institute als Paratyphus A-Sera ebenfalls zweierlei Sera 
herstellen, von denen das eine typische gewohnliche Paratyphus A- 
Bazillen und das andere atypische und zwar von uns und Shimojé ge- 
fundene Paratyphus A-ihnliche Bazillen darstellt. Ausserdem wurden 
als Girtner-Sera ebenfalls zwei dargestellt, welche agglutinatorisch 
nicht stark, aber absorptorisch hauptsiichlich gegenseitig differenziert 
sind. Als Typhus-Serum wurde nur eins als Hogcholera-Serum und als 
Abortus equi-Serum ebenfalls nur eine Art Serum gebraucht. Diese Sera 
wurden bei uns im Institute als repriisentierende Sera fiir den Fall ange- 
wandt, wo coliartige Bakterien zu bestimmen waren. 
Unsere Bakterien aus der Paratyphus- 
Tabelle 1. Enteritis-Gruppe waren die, welche aus ver- 
Nl schiedenen Wirbeltieren und zwar teils solchen, 





Kalb | 7 welche in der Umgebung der Menschen, teils 
a e. solchen, die wild leben, geziichtet waren. Es 
Wildratte 8 waren im ganzen 145 Stimme, wovon 101 aus 
— ; Meerschweinchen, 20 aus Rindern, 8 aus 


Feldratten, 8 aus Miiusen, je zwei aus Schwei- 
nen, Kiilbern und Tauben isoliert worden waren (‘Tab. 1). Sie wurden teils 
von unserem Institute aus Meerschweinchen, Ratten und Miusen, teils 
von Konno in Korea aus Rindern, Meerschweinchen und Tauben ge- 
zichtet. Einen kleinen Teil bekamen wir ferner von den Herren Flexner 
und Ten Broeck als Reinkultur freundlicher Weise zugeschickt, wotiir 
wir ihnen auch hier unseren verbindlichsten Dank auszudriicken wiin- 
schen. Es waren im ganzen 7 Stiimme, 3 vom Rockefeller Institut, 
4 von Herrn Ten Broeck in Peking. Erstere sollen aus Nagetieren, 
letztere teils aus Schweinen, teils aus Kiilbern geziichtet worden sein. Die 
Stiimme, welche sowohl von uns als auch von Konno geziichtet worden 
waren, stammten von erkrankten Tieren und zwar entweder aus Herzblut 
oder aus Galle ab. Dabei war die Erkrankung sporadisch, nur bei 
Meerschweinchen mehr epidemisch aufgetreten. 

Sie wurden alle zuerst mikroskopisch und kulturell untersucht. Als 
Resultat wurde festgestellt, dass sie alle Gram negative Stibchen haben 
und peritrichisch begeisselt sind. Kulturell zeigten sie sich ganz iiberein- 
stimmend als Paratyphus B-Bazillen, so dass sie in Milch und Lackmus- 
molke typische Eigenschaften zeigten. 

Nur wurden sie in den oben genannten 11 repriisentierenden Sera 
agglutinatorisch untersucht. Es ergab sich, dass 48 Stiimme in zweierlei 
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Miiusetyphussera bis zum Titer, und in einem Serum von Paratyphus 
B-Serum sehr stark, fast bis zum ‘Titer, aber in einem anderen ganz 
schwach agglutinierten, und die iibrigen 95 Stiimme nur in Girtner- 
Sera bis zum Titer, aber in den anderen 4 Paratyphus-Miiusetyphussera 
fast gar nicht reagierten. Erstere Bazillen wurden ferner in einem Serum, 
welches einen Typus Paratyphus A-Bazillen, P.A.I, darstellt, ziemlich 
stark, in Hogcholera-Sera sehr stark, aber in den anderen Sera fast nicht 
agglutiniert. Nach diesen Ergebnissen kann man wohl erstere 49 Stiimme 
als Miiusetyphusbazillen und letztere 95 Stiimme als Girtner-Bazillen 
annehmen. Unter 49 Stiimmen Miiusetyphusbazillen wurden 37 bei 
Meerschweinchen, 6 bei Miiusen, je 2 bei Schweinen, Kiilbern und Tauben 
nachgewiesen. Unter 95 Stimmen Girtner-Bazillen wnrden 65 bei 
Meerschweinchen, 2 bei Miiusen, 8 bei Ratten nachgewiesen. Um das 
oben beschriebene Verhalten noch klarer zu veranschaulichen, so wurde 
ein Teil des Protokolls iiber die Versuche als Beispiel neben die gestellt, 
welche mit amerikanischen Stimmen ausgefiihrt worden waren, weil man 
dadurch unsere und die amerikanischen Stiimme am besten miteinander 
vergleichen kann. Amerikanische Stiimme waren es im ganzen 7, wovon 
3 aus Nagetieren, 2 aus Kilbern und die iibrigen zwei aus Schweinen 
geziichtet worden waren. Zwei wurden als Swine typhus I, V, 2 andere 
als Calf typhus I, IV, noch 2 andere als Mouse typhoid I, IIT und der 
letzte als B. pestis caviae erkannt. Da ihre mikroskopischen und kultu- 
rellen Eigenschaften oben zusammenfassend beschrieben worden sind, méchte 
ich hier gleich ihr agglutinatorisches Verhalten in unseren 11 oben ge- 


nannten reprisentirenden Sera tabellarisch darlegen (Tab. 2).  Betrefts 


Tabelle 2. 











Name u. n be Ss ns o od a e = DH ” 
Titer der Z 3 x “ s =< < o -- 4 
Immund # = a 2 — = ~ ae | wa BS é 
Name sera |—=——_s—_—s—__ Ss _ SS OS SOS SOS SOO Oe 
Bakterien Ss =) sis | Ss =% sis So | sls 
_ = ' _ _ | _— — | -_— _— -_ | _ 
l | | 
Swine typhus I }10,000,10,000) 5,000 200+'5,000 | 200 | 50—!' 50 | 50- 50—| 50— 
- ss V [10,000/10,000, 5,000 200+ 5,000 | 200 | 50- 50 | 50—| 50—!| 50 
Calf typhus 1 10,00010,000 5,000 100 /5,000¢| 200 | 50—| 50 | 50—| 50—! 50— 
»  » _1V}10,00010,000 5,000,100 5,000* 200 | 50—| 50 | 50—| 50—| 50 
B. pestis caviae }10,000)10,000 5,000 200 5,000 200) 50—| 50 | 50—| 50—| 50— 
MousetyphoidI} 50 | 50—| 50—| 50—| 50—| 50! 100 | 200 |10,000,10,000; 200 
” » IT f10,00010,000 5,000 200 |5,000*| 200 | 50—| 50) 50—| 50-—| 50- 


der abgekiirzten Beziehungen der Sera gilt Folgendes: Das Zeichen Ms. 
bedeutet Miiusetyphus-Serum, P.B. Paratyphus B-Schottmiillertypus, 
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Hg. ch. Hogeholera, P. A. Paratyphus A, Ty. Typhus, E. G. Enteritis 
Girtner, Ab. eq. Abortus equi-Serum. Wie man aus Tabelle 2 ersehen 
kann, agglutinierten alle Stiimme bis auf Mouse typhoid I in beiden 
Miiusetyphus-Sera bis zum Titer, in einem Paratyphus B-Serum fast bis 
zum Titer, aber in cinem anderen Serum ganz schwach, im Hogcholera- 
serum ebenfalls sehr stark, in P. A. I auch ziemlich stark, aber in den 
iibrigen Sera gar nicht. Aus diesem Ergebnis kann ich nach unseren 
Ertfahrungen nur schliessen, dass sie nicht zu Paratyphus B-Bazillen ge- 
héren, weil sie, wenn auch in einem ihrer Sera bis zum Titer, doch in 
einem anderen Serum kaum agglutinierten. Ferner kann man sie nicht 
als Hogcholerabazillen ansehen, wenn sie auch in ihnen fast bis zum Titer 
agelutinierten, weil sie einerseits in einem Paratyphus A-Serum, nimlich 
P.A.I, nicht bis zum Titer, anderseits in Ms. 34-Serum bis zum Titer 
agglutinierten. Infolgedessen bleibt nichts anderes mehr iibrig, als sic 
fiir Miusetyphusbazillen zu halten. Der Stamm Mouse typhoid I wurde 
dagegen nur im Giirtner-Serum und zwar in seinen beiden Sera bis zum 
Titer agglutiniert. Infolgedessen méchte ich ihn hier als Girtner- 
Bazillen betrachten. Um dies alles nochmals genau festzustellen, wurden 


obige 6 Stiimme gegenseitig immunisatorisch untersucht (Tab. 3). 


Tabelle 3. 





Name der 
[mmunsera 


_| Mouse Mouse 
"| typhoid | typhoid 
I II 


Swine | Swine Calf | Calf 
or — — | — — 


der Bakterien 








Swine typhus I 10,000 | 50,000 | 20,000 20,000 | 20,000 100 | 50,000 
" a V 10,000 | 50,000 | 20,000 | 20,000 | 20,000 100 50,000 
Calf typhus I 10,000 50,000 | 20,000 | 20,000 | 20,000 | 100 50,000 
“ ” IV 10,000 | 50,000 | 20,000 | 20,000 , 20,000 100 | 50,000 
B. pestis caviae 10,000 50,000 20,000 | 20,000 | 20,000 100 | 50,000 
Mouse typhoid I , 100 100 200 100— 100- 20,000 100+ 
~ ia II 10,000 50,000 | 20,000 20,000 | 20,000 100 | 50,000 


Es ist ganz klar, dass die 6 Stiimme, welche in obiger Untersuchung 
als Miusetyphusbazillen angesehen worden waren, gegenseitig gleich stark 
agglutinierten. Nur ein Stamm Mouse typhoid I wich ganz davon ab. 
Nun wurden die Stimme, aus denen die obigen repriisentierenden Sera 
hergestellt waren, in den Sera, welche aus den 7 amerikanischen Staémmen 
hergestellt waren, agglutiniert (Tab. 4). Daraus ersieht man, dass die 


Sera, welche mit als Miiusetyphus angenommenen Stiimmen hergestellt 


waren, sie in ihrem typischen Verhalten beeinflussten. 
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Tabelle 4. 








Name u. Titer | Swine | Swine Calf Calf B. vesti Mouse Mouse 
der Immun-| typhus | typhus | typhus | typhus |" P&™S typhoid | typhoid 
r . r cayviae 7 
sera V I I] 

Name - 
der Bakterien 10,000 | 50,000 | 20,000 | 20,000 | 20,000 | 20,000 | 50,000 

| | 
Ms. 2 10,000 | 50,000 | 20,000 | 20,000 | 20,000 100 | 50,000 
Ms. 3 10,000 | 50,000 | 20,000 | 20,000 | 20,000 | 5O—| 50,000 
PB. 12 10,000 | 50,000 | 10,000 | 10,000 | 20,000 50—| 20,000 
PB. 37 500 | 1,000 | 500 | 200 500 50—| 500 
Hg. ch. 7 2,000 | 20,000 2,000 | 5,000 +| 5,000 50 5,000 
P. A. 1 2,000 | 2,000 2,000 | 1,000 | 1,000 | 500 1,000 
P. A. 2 100 200 | 500 200 | 50 | 50 50 
7%. 39 200 | 500 | 1,000 500 100 5,000 50 
E. G. 3 200 | 200 200 200 500+| 20,000 200 
E.G. 18 200 | = 200 200 200 | 50 | 10,000 200 





Zum Schlusse wurden Absorptionsversuche ausgefiihrt. Zuerst 
wurden unsere zwei repriisentierenden Miiusetyphussera mit den 6 Stiim- 
men aus Amerika, welche oben als Miiusetyphusbazillen angesehen waren, 
absorbiert (Tab. 5). Es ergab sich, dass die spezifischen Agglutinine 
dadurch total erschépft wurden. Umegekehrt wurden Sera, welche aus 
amerikanischen Miusety phusstiimmen hergestellt waren, mit unseren zwei 
repriisentierenden Miiusety phusbazillen absorbiert (Tab. 6). Hier wurden 
die spezifischen Agglutinine .giinzlich weggenommen. Wenn diese Sera 
entweder mit Paratyphus B- oder Hogcholerabazillen, welche darin sehr 
stark, und in deren Sera amerikanische Stiimme fast bis zum Titer agglu- 
tiniert wurden, absorbiert wurden, so blieben die spezifischen Agglutinine 
unverindert, so dass die Mitagglutine nur gegeniiber denselben Bakterien 
weggenommen wurden. Dieselben Versuche wurden gleichfalls mit dem 
einen anderen Stamme, Mouse typhoid I, ausgefiihrt (Tab. 7). Spezifische 
Agglutinine in einem Giirtner-Serum, E.G.3, welches bei uns einen 
‘Typus vertritt, wurden von ihm total weggenommen. Aber dieses Ver- 
halten wurde dem anderen Serum von Girtner-Bazillen, nimlich E.G. 
18, gegeniiber nicht nachgewiesen. Umgekehrt wurde das Serum Mouse 
typhoid I von unseren zwei Girtnerstimmen absorbiert (Tab. 7). Es 
wurde festgestellt, das die spezifischen Agglutinine von den zwei Stiimmen 
nicht weggenommen waren, so dass man ihn nicht gut fiir Giirtner- 
Bazillen halten kann. Da er aber einerseits in unseren Girtner-Sera 
bis zum Titer agglutiniert, anderseits die spezifischen Agglutinine von 
einem unserer Stimme wegnehmen kann, méchte ich ihn entgegensetzt zu 
Amoss und Haselbauer lieber als Girtner-Bazillen im weiteren Sinne 
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Schema teils als zu Girtner-Bazillen gehérig anzusehen sind. Echte 
Schottmiiller-Bazillen wurden dabei nicht nachgewiesen. Doch will 
ich damit nicht meinen, dass die Mikroorganismen aus der Gruppe Para- 
typhus-Enteritis-Bazillen, welche bei Tieren vorkommen, nur entweder 
wi Girtner- oder zu Miiusetyphusbazillen gehéren miissen. Sondern 
ich méchte einfach sagen, dass unter 143 Stiimmen derselben Bakterien, 
welche bei Erkrankungen von Meerschweinchen, Wildratten und Miiusen, 
von Tauben, Schweinen und Kilbern gefunden worden waren, Miiuse- 
typhusbazillen und Girtner-Bazillen scharf differenziert nachgewiesen 
wurden. Selbstverstiindlich gibt es unter den Bakterien aus der Para- 
typhus-Enteritis-Gruppe, welche aus Tieren abstammen, noch andere 
Bakterienarten, wie Hogcholera-, Abortus equi- und Aertryckbazillen. 
Doch sind unsere Bakterien von diesen Bakterien ganz differenziert, wie 
oben auseinandergesetzt wurde. 

Hier méchte ich noch hinzufiigen, dass die Frage, ob unter den 
Mikroorganismen, welche oben als Miusetyphusbazillen festgestellt wur- 
den, Aertryckbazillen vorhanden sind, vorliufig dahin gestellt sei, weil 
die im allgemeinen als Aertryck bezeichneten Mikroben nicht rein genug 
zu sein scheinen, so dass ich nicht imstande bin, sie mit unseren zu ver- 


cleichen. 
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Vergleichende Untersuchung von Paratyphus A ahnlichen 
Bazillen, welche einerseits von Shimojo, anderseits 
von unserem Institute gefunden wurden. 


Von 
Dr. Kikuo Sakai. 
GA St i wf) 
(Aus dem bakteriologischen Institute der Universitat zu 
Sendai, Direktor: Prof. Dr. K. Aoki.) 


Seit einigen Jahren wurde einerseits von Shimoj6, anderseits von 
Aoki, ganz unabhiingig voneinander, darauf aufmerksam gemacht, dass 
bei typhésen Erkrankungen, statt Typhus-, Paratyphus B- und A- 
Bazillen, eine andere Art Paratyphusbazillen nachweisbar sind, so dass 
von Shimoj6 6 Stiimme und von Aoki und seinen Schiilern ebenfalls 6 
Stiimme einer neuen Art Bazillen gefunden wurden. Wenn auch die 
Stiimme von Aoki und seinen Schiilern mit den Shimojé’schen Stiimmen 
gewissermassen vergleichend untersucht worden waren, so sind sie doch 
noch nicht systematisch genug verglichen, so dass ich hier beabsichtige, 
alle 6 Stiimme, welche wir freundlicherweise von Shimojé, dem ich 
auch an dieser Stelle unseren verbindlichsten Dank dafiir ausspreche, 
geschickt bekommen haben, mit unseren 6 Stiimmen vergleichend systema- 
tisch zu untersuchen. 

Die Stiimme, welche von Tabelle 1. 














Shimoj6 gefunden wurden, sind 
: JO} ¥ i , Name der | Name der | 
folgende: Kogo, Nagamoto, Bakterien | Kranken | 
Iwama, Yashiro, Tsuji und PAI 1 
Kutsuna. Die 6 Stimme, a 9] Ujjiie 
citi. ‘Tal : J sarc). ~ 2] Hitomi iaiaireeden 
welche 1 uns nachgewlesen 13 Miya ung 
wurden, sind folgende: Ujiie » 14] Imai 
‘ .! a a ‘ , ie 15] Kikuchi 
Hitomi, Miya, Imai, Kiku- P.A.I 3] Kogo 
- ‘ Y 4] N to | 
chi und P.A.I 1 (Tab. 1). Sie . 4B = ogg 
a ” 8 i von Shimojo 
wurden zuerst gereinigt und ” Yashiro 
° . ” 7 Tsuji 
mikroskopisch und kulturell ge- i 8] Kutsuna 
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prift. Dabei ergab sich, dass sie alle iiberstimmend auf verschiedenen 
Nihrbéden und auf spezifischen Nihrbéden Paratyphus A-Bazillen iihn- 
lich wachsen. Sie scheinen aber durch Ziichtung auf Dulcitniihrboden von 
Paratyphus A-Bazillen in gewissem Masse differenziert zu werden, wie 
Shimoj6 zuerst bemerkte. Dabei wurde beobachtet, dass sie immer ge- 
neigt sind, in Bouillonkultur spontan zu agglutinieren, wie wir das bei un- 
seren Stiimmen zu beobachten gewohnt sind. 

Sie wurden dann in unseren repriisentierenden Sera agglutinatorisch 
untersucht, von denen zwei Paratyphus B-, zwei andere Miiusetyphus-, 
weitere zwei Giirtner-, je 1 Paratyphus A-, Typhus-, Hogcholera- und 
Abortus equi-Serum sind (Tab. 2). Das eine Serum der zwei Paratyphus 


Tabelle 2. 














\ateiamee | Ty. | P.A.| P.B. | P.B.| Ms. | Ms. | E.G. | E.G, /Hg.ch.| Ab. eq. 
ra | 39 | 2 | 12 | 37 | 9° | 4 | 8 | 18 | lo | 8 
Nw paktevien \_} 20 000) 1 10 000) 10,000 10,000 10,00 10,000) 10, 000 10 000) 10,000 10,000! 10,000 
| 

RA 3 2,000 | 10,000) 1,000 | 50—/ 1,000; 100 50 | 50—/ 10,000 100 
“s 9 2,000 | 10,000) 2,000+, 50—| 1,000) 100 50 | 50—/ 10,000, 100 

‘ 12 2,000} 5,000}1,000 | 50—| 500; 100| 50} 50—/ 10,000, 100 

ae 13 2,000} 5,000}1,000 | 50—/ 1,000) 100 50 | 50—/ 10,000) 100 

m 14 2,000 | 10,000) 1,000 | 50—| 1,000! 100 50 | 50—/ 10,000; 100 

» _ 15 | 2,000} 10,000) 1,000 | 50—| 1,000; 100} 50} 50—/ 10,000) 100 
Pat 3 2,000 | 10,000, 1,000 | 50—| 1,000' 100} 50] 50—/10,000' 100 
4 2,000 | 10,000; 1,000 | 50—/ 1,000 100 50 | 50—/| 10,000) 100 

= 5 2,000 | 10,000) 1,000 | 50—| 1,000 100 50 | 50—/ 10,000; 100 

‘5 6 2,000 5,000) 1/000 50—| 1,000' 100} 50] 50—) 10,000) 100 

” 7 2,000 10,000) 1/000 50—| 1,000' 100 50 | 50—| 10,000) 100 

im 8 2,000 10,000 1,000 50—| 1,000) 100 50 | 50—/10,000) 100 


B war das, welches die beiden Typen Paratyphus B-Schottmiiller bis 
zum ‘Titer, auf gleiche Weise einen Typus von Miiusetyphusbazillen fast 
bis zum Titer, aber dessen anderen Typus nicht agglutinierte. Das 
andere Paratyphus B-Serum agglutinierte immer Paratyphus B-Schott- 
miiller allein, so dass zwei Typen von Miiueety phusbazillen darin ganz 
schwach reagierten. Ein Serum der zwei Typen Miiusetyphus aggluti- 
nierte ebenfalls nicht nur beide Typen Miiusetyphusbazillen, sondern auch 
einen Typus Paratyphus B-Bazillen bis zum Titer. Aber deren anderes 
Serum beeinflusst nur Miiusetyphusbazillen. Also stellte es sich heraus, 
dass die Stimme von Shimoj6 ebenso wie unsere Stiimme in Paratyphus 
A- und Hogcholera-Serum bis zum Titer, im Typhus-Serum sehr stark, 
niimlich 1/10 vom Titer, in einem Typus Paratyphus B-Bazillen und in 
einem T'ypus Miiusetyphusbazillen ebenfalls so stark, wie im Typhus- 
Serum, und in den andern Sera, nimlich in P.B. 37, Ms. 34 und Girtner- 
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Sera, fast nicht agglutiniert wurden. Dann wurden diese repriisentierenden 
Stimme, in deren Sera die zu untersuchenden Stimme agglutiniert wurden, 
in den Sera, welche teils yon unseren Stimmen, teils von Shimojd’schen 
Stimmen bei Kaninchen hergestellt waren, agglutinatorisch untersucht 
(Tab. 3). Es ergab sich bei den beiden Sera, dass Hogcholerabazillen 
darin ohne Ausnahme bis 

Tabelle 3. zum Titer beeinflusst wur- 

den. Wenn Paratyphus A- 
Bazillen auch in denselben 





Namen. ter] PAT | PAI | PAI | PAI 
sera ] j 9 | 3 4 
_ | 20,000 | 10,000 | 10,000 | 20,000 Sera sehr stark agglutinier- 


Bakterien 








ten, so konnten sie doch 








Ty. 39 | 2,000 | 1,000 | 1,000 | 2,000 , , 
PA. 2 110,000 2, 2, 10,000+ nicht so stark reagieren Wie 
P.B. 12 | 1,000 500 500 | 1,000 ‘ = 

PR 37 100 50 50 | 100 ~©)©6 bis zum Titer. Typhus- 
Ms. 9 | 5 500 | 500+! 500 bazillen wurden ebenfalls 
9 os 50 7 = ro yazillen wurde n ebenfall 
E.G. 3 50— 50— 50 — 50— sehr stark beeinflusst. Die 
>. G. 50— 50— 50— 5O— ont e 

a= : ~ - ~ iibrigen Bazillen wurden 





Hg. ch. 10 | 10,000 | 10,000+/ 10,000 | 10,000 
darin entweder gar nicht 


oder ganz schwach beeinflusst. Durch die obigen zwei Versuche wurde 
sicher nachgewiesen, dass kein Unterschied zwischen den Shimojd’schen 
und unseren Stiimmen vorhanden ist. Infolgedessen wurden je 5 Stiimme 
der Shimojé’schen und unserer Stiimme ftir die niichste Untersuchung aus- 
gewihlt. Hier wurde untersucht, ob irgend ein Unterschied zwischen 
den beiden Stiimmen wiihrend der Immunisierung nachweisbar ist. Sechs 
Kaninchen wurden einzeln mit steigenden Dosen entweder mit Shimojo’- 
schen oder mit unseren Stiimmen in 7 tigigen Intervallen 10-mal vorbe- 
handelt. Gerade vor jeder Immunisierung wurden den Ohrvenen Blut- 
proben entnommen. In diesen Sera wurden nicht nur die beiden Bak- 
terien, sondern auch Paratyphus A-, Hogcholera-, Paratyphus B-, Miiuse- 
typhus-, und Typhusbazillen agglutinatorisch untersucht. Dabei wurde 
der Titer der Hauptagglutination mit dem Titer der Mitagglutination divi- 
diert, um den agglutinatorischen Index zwischen den zwei Arten Bakterien 
zu bekommen. Falls der Wert des Index ebenso gross wie 1/1 wird, so 
miissen die beiden Bakterien gleichartig sein. Ein noch kleinerer Wert als 
1/1 des Index wiirde dagegen darauf hindeuten, dass die beiden Bakterien 
nicht gleich sind. Auf diese Weise glauben Aoki und seine Schiiler die 
Identitit der Bakterienarten exakter feststellen zu kénnen. Wie man 
aus der Tabelle 4a ersehen kann, war der Wert des Index zwischen den 
beiden Bakterien wihrend der Immunisierung immer so gross wie 1/1, so 
dass die Shimojdé’schen Bakterien mit unseren als identisch angesehen 
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Tabelle 4 a. 











Zahl der i ‘ * ' 
, | 3 Pre Ty ) 
Vorbehandlungen I 4 . ° S 9 I 
Shimojo’sche Stimme || 1 1 I 1 ] I l 1 I ] 
Unsere Stiimme 1 1 ] 1 1 ] ] ] 1 1 l 
Unsere Stiimme F 1 1 1 1 1 ] 1 I | 1 
Shimojo’sche Stimme * | l l l l l l l 1 l 
a CS! 1 1 : 3 1 | |_1 |] x ze 
Unsere Stiimme ee. 4 2, 16 | 14] 1,3 | 13 13 | 15/18 
| 

PAS fijaj/ajaftajajlajalaj.4 
Shimojo’sche Stimme *] 10 6 | 25/25) 2 17 | 1,2 2 2,3 2 
— Hg. ch. 10 . 1 1}; 1 » % 2 3 . 2 2 1 1 
Unsere Stiimme ; 4 2 2 2 1,3 ] l 1,7 2 2 
Hgch10 .9¢1/)/1/121/1/1/1/1/ 1/11] 1 
Shimoj6’sche Stimme “| 2 1,5 2 2 1 1 ] 16/23] 2 
_ _Ty. 39° ' 1 1 1 1 1 1 1 l 1 1 
Unsere Stiimme ie 6 | 10 | 6 4 5 4 3 3 4 
-—— Ty. 39 . l ] 1 1 1 1 ] a 1 1 1 
Shimojo’sche Stimme “| 5 | 55 10 10 8 6 4 3 3 4 
__—~&P.BL12 i ae 1 1/1 I 1} 1/41 1 
Unsere Stiimme “| 20 25 20 15 7 11 12 2 Ss 3 
a P. B. 12 : 1 1 ] 1 ] - 2 J l l ] 
Shimojo’sche Stimme ©] 20 20 20 15 | 7,5 1Z 8 30 10 4 
-. Ms. 9 = : l 1 1 l 1 1 a S 1 1 1 
~_Unsere Stiimme *“1 10 | 00 | 2% | 17 | 18 | 2% | | W | | 13 
Ms. 9 ZERSERE CORE OR FR BEES 
Shimoj6’sche Stiimme °] 10 10 20 30 | 15 25 20 30 25 10 





werden miissen. Zu den anderen Bakterien verhielten sich sowohl unsere 
als auch die Shimojé’schen Stiimme gleichartig. Paratyphus A-Bazillen 
gegeniiber zeigte sich niimlich der Index im Anfang der Immunisierung 
etwas kleiner, aber von der Mitte ab immer so gross wie 1/1. Hog- 
cholerabazillen gegeniiber zeigte er sich wiihrend des ganzen Verfahrens der 
Immunisierung nicht ganz so gross wie 1/1. Typhusbazillen gegeniiber 
verhielt er sich noch etwas kleiner, scheint aber am Ende noch grésser zu 
werden. Miiusetyphusbazillen und Paratyphus B-Bazillen gegeniiber 
zeigt er sich noch viel kleiner, so dass der Wert der Briiche von 1/20— 
1/30 schwankt. Da Paratyphus A- und Hogcholerabazillen zu unseren 
Bazillen sehr nahe Beziehungen aufwiesen, wie oben gezeigt wurde, so 
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wurden Kaninchen umgekehrt mit diesen zwei Bakterienarten so hiufig 


vorbehandelt wie die vorigen Kaninchen. 


Dabei wurden 


Blutproben 


entnommen und der agglutinatorische Index ebenso ausgerechnet wie bei 


den obigen Versuchen (Tab. 4, b). 


Es ergab sich dabei, dass der Index 























Tabelle 4 b. 

Zahl der oe ° g . re 
Vorbehandlungen 7 | 4 = ‘ . oft, Wl 
Unsere Stimme _ a 1 1 1 | ] 

PAS , 3 1 l 1 1 1 

Shimojo’sche Stimme | ae ee. 1 1 1 | ] 

P.A.2 , oe oe a i 1 i i 1 

| 
Unsere Stimme __ a 1 1 1 1 1 1 
~ Hg. ch. 10 2 10 5 2 2 1 ] 
Shimojo’sche Stimme . 1 1 1 | 1 1 1 
Hg. ch. 10 2 10 5 2 2 I 1 
Tabelle 
eee P.A.I 1 
i 
N Steere Vv GP 2 Vv 
——- “me | Vor ip adip.at| P.A.| 88 | gy. | PB! Ms. | \2F [P.ar| 
der in d. 1 8 os ch. 39 2 | 9 d. | 1 
Bakterien . | Abs. | . "iwi "| Abs. | 
| | | | 
P.A.I 1 20,000) 100—| 100 —|10,000:20,000'20,000120,000'20,000]10,000' 100— 
P.A.I1 3 20,000, 100—| 100—|10,000,20,000120,000'20,00020,000]10,000) 100— 
P. A. 2 10,000) 100—| 100—| 100— 10,000 — oo — | 2,000 100—| 
Hg. ch. 10 {10,000 100—| 100—|10,000, 100—| — | — | — |10,000 100-| 
Ty. 39 2,000 100—|100—| — | — |100—| — | — | 1,000 100-| 
Pr. B. 2 1,000, 100—|100—| — | — — |100-| — 500! 100—| 
Ms. 9 500; 100—| 100—| — — — — |100—]590+) 100—| 


bei Paratyphus A-Bazillen den beiden Bakterien gegeniiber immer so 


gross wie 1/1 war, dagegen bei Hogcholerabazillen im Anfang viel kleiner 


als 1/1, doch am Ende vielmaliger Vorbehandlung so gross wie 1/1. 


Ferner wurden die beiden Bakterienstimme absorptorisch verglichen. 


Dabei wurde festgestellt, dass sie nicht nur gegenseitig, sondern auch gegen 


andere, agglutinatorisch ihnen als sehr nahe verwandt betrachtete Bak- 


terien, wie Typhus-, Paratyphus A- und Hogcholerabazillen, gleichartig 
sich verhielten (Tab. 5). 
Stiimme Paratyphus A-Bazillen gegeniiber zwei Rezeptoren enthalten, wie 


Dabei bemerkten wir, dass die Shimoj6’schen 
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schon Aoki und andere bei unseren Stimmen nachgewiesen hatten. Nach 
allen obigen Versuchsergebnissen kann man wohl annehmen, dass die 
Shimoj@schen Stimme mit unseren Stimmen ganz identisch sind. Zum 
Schlusse wurde untersucht, an was fiir eine Stelle diese Bakterien gestellt 
werden miissen. Da sie in Paratyphus B-Serum und Hogcholera-Serum 
bis zum Titer, in Typhus, Paratyphus B und Miusetyphus, und zwar in 
einem Typus derselben, sehr stark beeinflusst wurden, so wurden sie mit 
diesen Bakterien agglutinatorisch verglichen. Es ergab sich, dass die 
drei Bakterien, niimlich unsere Bakterien, Paratyphus A-Bazillen und 
Hogcholerabazillen, welche sich oben als gegenseitig nahe verwandt er- 
wiesen hatten, dadurch differenziert wurden, dass erstere in diesen drei 
Sera, nimlich den Sera von unseren, Paratyphus A- und Hogcholera- 
bazillen, die zweite dagegen nur in zwei Sera, nimlich den Sera von unseren 
und Paratyphus A-Bazillen, und die letzte ebenfalls nur in zwei Sera, 
niimlich den Sera von unseren und Hogcholerabazillen, immer bis zum 
Titer reagieren. Diese Differenz war ferner in noch andern Sera nach- 
weisbar, wie Tabelle 6 zeigt. 





PAT 3 P.A. 2 Hg. ch. 10 


| F yr | y | i Paw . : 
Ty. | P.B.| Ms. | Y°F [p.a.tip.a.t] P.A.| Vor |p.atip.a.1) He: 
Sissies firisisisiilsis 
| | } 4ADS. | ADS. } 

7 wa 
100— 5,000}10,000110,000110,000110,000410,0001100-. 100—|100—[10,000 100—'109—|100 
100—| 5,000] 10,000 10,000 10,000 10,000410,000|100—|100 — 100—}10,000 100—|100—|100— 


pat! p.a.| He: 


° | ch. 


10 











100—| 100—| 2,000) — — [10,000/100—/100—|100—] — — — | - 
100—}| 5,000) 1u0—| — _ — — — —_ — [10,000 5,000 5,000)100 
a) = | — |39-| — oe . 7 ‘ . ys - - - 
100-—| — — — |100-—/ - —_ | « _ - . — | - . 
100—| - — — - |100- — | = - | - 


Tabelle 6. 





- Name derIm- | pay! p.a. | Hg.ch.| Ty. | PB | Ms 
avame munesera ] 2 10 39 12 9 


der Bakterien 





eA. 5 l 20,000 10,000 | 10,000 2,000 1,000 1,000 
st 2 10,000 10,000 100 100 100- 100 
Hg. ch. 10 10,000 100—| 10,000 100 5,000 5,000+ 
Ty. 39 2,000 200 100—| 10,000 100 100 
P. B. 12 1,000 100 5,000 100 | 10,000 | 10,000 


Ms. 9 500 100—| 5,000 100 | 10,000 | 10,000 
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Dabei verhielten sich unsere Bakterien mehr wie Hogcholerabazillen, 
weil sie ferner in einem Typus Paratyphus B- und Miausetyphus-Serum 
sehr stark agglutinierten. Doch verhielten sie sich absorptorisch gegen 
Paratyphus A-Bazillen so, dass sie spezifische Rezeptoren von Paratyphus 
A-Bazillen total wegnahmen, umgekelrrt Paratyphus A-Rezeptoren unsere 
Bakterien nicht. Hogcholerabazillen gegeniiber verhielten sie sich ganz 
anders, so dass die beiden gegenseitig spezifische Rezeptoren nicht absor- 
bieren kénnen. Nach diesen Ergebnissen scheinen sie absorptorisch den 
Paratyphus A-Bazillen, agglutinatorisch den Hogcholerabazillen niiher 
verwandt zu sein. Dabei ist zu bemerken, dass Typhusstiimme immer 
sehr geneigt sind, im Serum von unseren Bakterien sehr stark zu reagieren. 
Diese Eigenschaft war im Krankenserum, in dem diese Bakterien zuerst 
bei uns gefunden wurden, so deutlich aufgetreten, dass wir anfangs geglaubt 
hatten, Typhusinfektion vor uns zu haben. 'Typhusbazillen agglutinierten 
nimlich in diesem Krankenserum 1: 5,000 stark, und die gefundenen 
Bakterien darin ebenso stark wie Typhusbazillen. Falls das Serum mit 
Typhusbazillen absorbiert wurde, waren die Rezeptoren gegen Typhus- 
bazillen total verschwunden, aber die Rezeptoren blieben gegen die ge- 
fundenen Bakterien unveriindert. Falls es mit den gefundenen Bakterien 
erschépftt wurde, so wurden die beiden Rezeptoren ganz weggenommen, so 
dass die beiden Bakterien darin nicht mehr reagieren konnten. Infolge- 
dessen kann man nichts anderes annehmen, als dass Typhusbazillen dabei 
nur mitagglutinierten. 

Angesichts dieser Beobachtung muss man, falls die Widal’sche 
Reaktion gegen Typhusbazillen stark eintritt, die Infektion unserer Bak- 


terien in Betracht ziehen. 
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Uber die Wirkung des Alkohols auf den Kreislauf 
des Menschen und der Tiere. 


Von 


Hiroshi Takahashi. 
i ) 


(Aus dem pharmakologischen Institut von Prof. S. Yagi, 
an der Tohoku Universitat zu Sendai.) 


Einleitung 


Dass alkoholische Getriinke bei akuten Kreislaufstérungen oft prompt 
eklatanten Erfolg bringen, ist durch klinische Erfahrungen von altersher 
bestiitigt. Diese giinstige Wirkung rihrt offenbar von dem in diesen 
Getriinken enthaltenen Alkohol her, und dariiber, auf welche Weise er 
den Kreislauf giinstig beeinflusst, haben zwar bisher viele Autoren Unter- 
suchungen angestellt, aber ihre Resultate und ihre Deutung weichen sehr 
voneinander ab, sodass die in Rede stehende Frage noch als fast ganz 
offen anzusehen ist. Worauf dies beruht, ist unklar, diirfte aber daher 
kommen, dass viele Forscher, ohne sich um das Wie der klinischen 
Anwendungsmethode und des Einflusses auf den Kreislauf zu bekiimmern, 
diese F rage einfach tierexperimentell lésen wollten. Will man die Wirkung 
des Alkohols auf den Kreislauf des Menschen durch das Tierexperiment 
erkennen, so muss man zuerst genau untersuchen, welchen Einfluss der 
Weingeist im grossen und ganzen auf den menschlichen Kreislauf ausiibt, 
ferner festellen, ob er auf Versuchstiere ganz gleich wirkt ; sonst sind die 
Resultate der Analyse ganz bedeutungslos. Deshalb will ich zuerst die 
Alkoholwirkung bei Menschen und dann tierexperimentell untersuchen. 


I. Versuche an Menschen. 


Mitteilungen von Untersuchungen iiber den Einfluss des Alkohols 
und alkoholischer Getriinke auf Blutdruck und Pulsfrequenz liegen in 
nicht geringer Anzahl vor. Von ihnen sind die hauptsiichlichsten 
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folgende: Weissenfeld' fand bei einem Menschen, welchem er 50- 
70 ccm Xereswein mit einem Alkoholgehalt von 15,3% per os gegeben 
hatte, mit dem Baschschen Sphygmomanometer deutliche Blutdruck- 
steigerung. Kochmann®” sah, als er einem Menschen 50-80 cem 10%%iger 
Alkohollésung oder 40 cem Portwein mit einem Alkoholgehalt von 1824 
innerlich verabreichte, nach ca. 10 Minuten regelmiissigen Blutdruckan- 
stieg, welcher in ca. 30 Minuten seinen Héhepunkt erreichte und in 
maximo 30 mm. Hg betrug und ca. 1 Stunde nachher verschwand. Nach 
ihm soll dieser erhéhte Blutdruck die Folge der Uberkompensierung der 
durch Alkohol bewirkten peripheren Vasodilatation durch Kontraktion 
der Eingeweidegetiisse sein. Der Puls wird, wenn sich die Versuchsperson 
ruhig hiilt, in seiner Frequenz nicht wesentlich, aber in seiner Qualitiit 
immer veriindert ; er wird zugleich mit der Blutdrucksteigerung in der 
Amplitude héher und katadikrotisch, was dadurch zustande kommen soll, 
dass trotz der Erweiterung der peripheren Gefiisse der Blutdruck in die 
Hodhe geht. Bachem” hat durch Selbstversuch erfahren, dass beim 
Einnehmen einer kleinen Menge (entsprechend 20-50 cem Alkohol 
absolutus) alkoholischer Getriinke in 2-3 Minuten der Blutdruck anzustei- 
ven beginnt, wihrend John* nachgewiesen hat, dass bei Verabreichung 
3-6 %iger Alkohollésung in grosser Menge anfangs nur selten Blutdruck- 


/ 


. . 


anstieg, meistens zuerst Sinken des diastolischen Druckes bei gleichblei- 
bendem oder nur wenig ansteigendem systolischen Druck hervorgerufen 
wird, nachher letzterer erniedrigt und die Pulsfrequenz, auch wenn die 
Versuchsperson ruhig bleibt, deutlich vermehrt wird. Lieb” sagt, dass 
die Untersuchung an gesunden oder erkrankten Menschen ergeben hat, 
dass verdiinnter Whisky in kleiner Menge, z. B. 5-10 cem, gar keine 
Veriinderungen bewirkt, wihrend konzentrierter sowohl bei Gesunden als 
auch bei Erkrankten zuweilen (in 8 unter 14 Fiillen) den systolischen und 
diastolischen Drugk in leichtem Grade steigert, aber bei einer grossen 
Dosis vielmehr beide herabsetzt. Trotzdem also die einen nachgewiesen 
haben, dass eine kleine Menge Alkohol regelmiissig deutlich blutdruck- 
steigernd wirkt, sagen die anderen, dass sie einen Blutdruckanstieg leichten 


(irades bewirkt, und wieder andere, dass sie fast immer blutdruckherab- 


1) Weissenfeld, zit. nach Kochmann, Heffter’s Handbuch der experimen- 
tellen Pharmakologie, I, Berlin 1923, 322. 
2) Kochmann, Arch. internat. de Pharm. et de Thérap., 1905, 15, 443. 
3) Bachem, Arch. f. ges. Physiol., 1906, 114, 508. 
4) John, Zeitschr. f. exp. Path. u. Therap., 1908, 5, 579. 
5) Lieb, Journ. of Americ. Med. Assoc., 1915, 64, 989. 
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setzend wirkt. Aber im grossen und ganzen scheint es keinem Zweifel zu 
unterliegen, dass Alkohol in geringer Menge den Blutdruck erhéht. Nur 
iiber die Pulszahl sind die Ansichten der Autoren nicht einig ; wiihrend 
einige von ihnen behaupten, dass keine Veriinderungen hervorgerufen wer- 
den, sagen die anderen, dass eine deutliche Vermehrung nachweisbar ist. 

Ich will nun also den Einfluss einer kleinen Menge Alkohol auf 
Blutdruck und Pulsfrequenz zugleich untersuchen. Da nach obigen 
Mitteilungen der Einfluss des Weingeistes auf den Kreislauf bei Gesunden 
und bei Erkrankten nicht sehr verschieden zu sein scheint, wiihlte ich als 
meine Versuchspersonen 20-50-jihrige Miinner aus. Ich liess sie 3 
Stunden nach dem Mittagessen in einem bestimmten Versuchszimmer aut 
dem Bette ruhig in Riickenlage liegen und in der darauf folgenden 1 
Stunde beobachtete ich an ihnen ab und zu den Blutdruck und die Puls- 
frequenz, dann gab ich ihnen Alkohol, um den Einfluss des letzteren auf 
die beiden ersteren zu untersuchen. Zur Blutdruckmessung gebrauchte 
ich das von Recklinghausen modifizierte Sphygmomanometer nach 
Riva-Rocci und verwendete die auskultatorische Methode nach K orot- 
kow, da die Manipulation dabei einfach ist und dadurch ein relativ 
genaues Resultat gewonnen wird. Der Weingeist wurde bald als 102ige, 
bald als 50 %ige wiisserige Liésung, bald als Rotwein (ca. 1096 Alkohol 
enthaltend), bald als Branntwein (ca. 50% Alkohol enthaltend) per os 
gegeben. Die unter diesen Bedingungen angestellten Versuche ergaben, 
dass die Wirkung des Alkohols auf die Zirkulation zwar von der Menge 
abhiingt, aber nicht von der Art der Getriinke. Also werden hier nur 
die Konzentrationen des Alkohols angegeben, aber nicht besonders die Art 
der Getriinke. 

Gibt man einem Abstinenten 10 cem 50% iger Alkohollésung inner- 
lich, so werden systolischer und diastolischer Druck erhéht, aber die 
Pulszahl meistens anfangs vermindert, nur selten vermehrt, der Blutdruck 
sofort rasch nach der Verabreichung gesteigert, dann allmiihlich ernied- 
rigt, um 20-30 Minuten danach auf die normale Hohe zuriickzugehen. 
Die Pulszahl vermindert sich im grossen und ganzen mit der Hebung des 
Blutdruckes und geht mit dessen Restitution auf die Norm zuriick. Fig. 
1 veranschaulicht einen deutlichen Fall dieses Verhaltens. 

Schon 2 Minuten nach stomachaler Verabreichung von 10 ccm 502 iger Alkohollésung 
wurde der systolische Druck um 8 mm Hg und der diastolische um 5 mm Hg gehoben, 
die Pulszahl um 3 pro Min. yvermindert. Nach 10 Minuten war ersterer noch um 3 mm 
Hg und letzterer noch um 2 mm Hg hoher als im Anfange und die Pulsfrequenz gleich 


der vor der Verabreichung. Nach 30 Minuten waren der systolische und der diastolische 
Druck und die Pulsfrequenz fast gleich wie vor der Verabreichung. 
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Fig. 1. 


35 jihriger Abstinenzler. 10 cem 502éiger Alkohollésung innerlich. 
§.D.=Systolischer Druck (in mm Hg); D.D.=Diastolischer Druck 
(in mm Hg); P.Z.=Pulszahl. 


Gibt man z. B. eine relativ grosse Menge Alkohol in derselben Kon- 
zentration, z. B. 50 ccm, so werden dieselben Veriinderungen hervorgeru- 
fen, aber es stellen sich in 10-20 Minuten deutliche Gesichtsrétung und 
beginnende Senkung des systolischen und diastolischen Druckes ein. Der 
erniedrigte Druck erreicht in 40-50 Minuten sein Maximum und geht 
dann sehr allmiahlich in die Héhe, um nach ca.2 Stunden fast normal 
hoch zu werden. Die Pulszahl nimmt mit der Herabsetzung des Blut- 
druckes zu und mit seiner Steigerung ab. Diese Veriinderungen waren 
zwar graduell verschieden, aber in allen 10 Experimenten nachweisbar. 


Fig. 2 gibt ein deutliches Beispiel dafiir. 
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Fig. 2. 


38 jihriger Abstinenzler. 50 cem 50?Ziger Alkohollésung innerlich. 
8.D.=Systolischer Druck (in mm Hg); D.D.=Diastolischer Druck 
(in mm Hg); P.Z. =Pulszahl. 


Der Fall bekam 50 ccm 50¢%éiger Alkohollésung stomachal, bald danach wurde der 
systolische resp. der diastolische Druck um 8 mm Hg resp. 6 mm gesteigert und die Puls- 
zahl um 4 pro Min. yermindert. Nach 30 Minuten zeigte ersterer resp. letzterer eine Er- 
niedrigung von 5 resp. 4 mm Hg und die Pulsfrequenz eine Abnahme von 2, und nach 40 
Minuten war jener resp. dieser gleich dem nach 30 Minuten resp. um noch 4 mm niedriger 
und die Pulszahl um 4 vermehrt, im Vergleich zum Anfang. 

Die registrative Untersuchung der Pulswellen in diesen Fiillen mittelst 
des Jaquet schen Sphygmographs ergab, dass der Puls bei anfiinglicher 
Abnahme kleiner und gespannter wurde und undeutliche Riickstosseleva- 
tion zeigte, wiihrend er gegen die Zeit seiner Zunahme grésser und weicher 
wurde und deutliche Riickstosselevation aufwies. Fig. 3 stellt ein Bei- 
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spiel dar, bei welchem 





a solche Verinderun- 
LISS sgn auftraten. Diese 
Veriinderungen kom- 

(1) men manchmal auch 


in der Norm vor, 





TUTTTT TTT TT TeTVTTT TYTTTYTTT v 


aber nicht regelmiis- 


De ae ee ee ee ae a ne Te ne sig. Sie waren in 5 
von den 10 Fiillen fast 





(2) gar nicht zu erkennen 
-_ . : und auch in den iibri- 
PARAL NA AR AAKS NAS RA RRA gen 5, in welchen sie 
AVA AEA u sich zeigten, nur sehr 
(3) schwach. 


Doch in den Fiil- 

len, denen ich inner- 
OS pi iger Abstinenzler, 50 ce 50 2¢Zige ° ye 

8 jiihriger Ab tinensler, r( ccm 50?¢2iger lich 10 %ige Alkohol- 

Alkohollésung innerlich. 

(1) Vor Alkohol; Pulszahl 68 pro Min. 

(2) 2 Min. nach Alkohol; Pulszahl 62 pro Min. ist das Verhalten 

(3) 30 Min. nach Alkohol; Pulszahl 77 pro Min. etwas anders. Gibt 


ne a 
Fig. 5. 


lésung gegeben habe, 


man niimlich Absti- 
nenten 10 cem davon, stellen sich meistens keine Veriinderungen ein. In 
5 von den 10 Fiillen waren sie nach Verabreichung nur eine voriiber- 
gehende Blutdrucksteigerung leichten Grades zu finden. Werden aber 
50 oder 250 cem gleich konzentrierten Weingeistes gegeben, so zeigt sich 
bisweilen im ersten Stadium ein temporiirer Blutdruckanstieg leichten 
Grades, meistens aber keine Veriinderungen, jedoch immer nach 10-20 
Minuten beginnende Senkung des systolischen und des diastolischen 
Druckes, welche allmiihlich deutlicher wird und nach ca. 40-50 Minuten 
ihr Maximum erreicht, dann allmihlich verschwindet, um in ca. 2 Stun- - 
den auf die Norm zuriickzugehen. Die Senkung ist graduell umso deut- 
licher, je grésser die absolute Menge des Alkohols ist. Die Pulsfrequenz 
veriindert sich im ersten Stadium nicht, beschleunigt sich aber vor und 
nach dem Blutdruckanstieg und nimmt umso mehr zu, je deutlicher 
letzterer wird, und dann mit dessen Restitution wieder ab bis sie schliesslich 
normal wird. Dieselben Veriinderungen, aber weit schwiicher, treten 
auch bei den an Alkohol Gewoéhnten auf. Ein typisches Beispiel fiir 


letztere veranschaulicht Fig. 4. 
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Zeit in Min 10 20 30 40 50 a 
Fig. 4. 
40 jiihriger Abstinenzler. 250 ccm 10%iger Alkohollésung innerlich 


8.D.=Systolischer Druck (in mm Hg); D.D.=Diastolischer Druck 
(in mm Hg); P.Z.=Pulszahl. 


Bei stomachaler Darreichung yon 250 cem 102éiger Alkohollésung weisen sowohl 
systolischer als auch diastolischer Druck eine Erhéhung von 1 mm Hg und die Pulszahl 
pro Min. eine Zunahme von 1 auf, nach 30 Minuten wurden die beiden ersteren um 3 mm 
Hg niedriger und letztere um 6 héher als vor der Verabreichung, und nach 40 Minuten 
zeigte sich beim systolischen und diastolischen Druck ein weiterer Abstieg von 1 mm Hg 
und bei der Pulszahl eine weitere Zunahme yon 4 und nach 60 Minuten bei ersteren eine 
Senkung von 50 mm Hg und bei letzterer eine Zunahme von 4, im Vergleich mit dem 
Zustand vor der Verabreichung. 


Nach obigen Versuchsergebnissen ist es sicher, dass bei innerlicher 
Darreichung von Alkohol Blutdruck und Pulsfrequenz veriindert werden. 
Diese Veriinderungen sind im allgemeinen bei den an Alkohol Gewéhnten 
nicht regelmiissig und nicht deutlich, wiihrend sie bei den Abstinenten 
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Regelmiissigkeit und Deutlichkeit aufweisen. Wird nimlich Weingeist 
gegeben, so stellen sich voriibergehende Blutdruckzunahme und Puls- 
frequenzabnahme ein, welche graduell nicht sehr von dessen absoluter 
Menge vielmehr von seiner Konzentration abhingig sind ; denn beide 
treten immer bei Verabreichung von 50%igem Alkohol auf. Jedoch ist 
ihre Stirke nicht sehr verschieden, ob nun von letzterem 10 ccm oder 50 
ccm gegeben werden, ja auch bei Darreichung von 50 ccm oder 250 cem 
10%igen Alkohols treten obige Veriinderungen selten auf und sind dann 
auch nur leichten Grades. Dann wird der Blutdruck allmihlich herab- 
gesetzt und der Puls beschleunigt, was aber von der absoluten Menge des 
Alkohols abhingt und nicht sehr von dessen Konzentration, denn die 
oben erwiihnten Veriinderungen treten fast gar nicht auf, wenn man auch 
10 ccm 50 %iger Alkohollésung gibt, aber sie zeigen sich bei Verabreichung 
von 250 cem 10% iger in derselben Stiirke, als wenn man 50 ccm 50% iger 
gegeben hiitte. Danach muss man bei der Untersuchung des Einflusses 
des Alkohols auf Blutdruck und Pulsfrequenz auf die Konzentration und 
absolute Menge des Weingeistes und darauf, ob die Versuchsperson ein 
Abstinenter oder Gewohnter ist, achten. Die Feststellung der Blutdruck- 
steigerung von Weissenfeld” und Bachem” rihrt wohl von der Ver- 
wendung konzentrierter Lésung her, bei John,” der fast gar keinen 
Blutdruckanstieg gefunden hat, wohl vom Gebrauch einer verdiinnten. 
Dass Lieb” trotz Anwendung einer konzentrierten Lésung in gewissen 
Fiillen Blutdrucksteigerung gesehen hat, diirfte das nicht darauf zuriick- 
wufiihren sein, dass er zwischen Abstinenten und Gewoéhnten keinen 
Unterschied gemacht hat? Wie dem auch sei, bei der Blutdruckerhéhung 
tritt diese gleich nach der Verabreichung und zwar gewohnlich in 
leichtem Grade auf. Aber Kochmann kam zu einem anderen Resultate ; 
angeblich fand er, der Blutdruck beginne nach 10 Minuten anzusteigen 
und sei auf dem Héhepunkt um 30 mm Hg in die Hohe gegangen. 
Worauf dieser Unterschied beruht, ist nicht zu verstehen. Die Puls- 
frequenz nimmt, wenn sich die Versuchsperson ruhig hilt, bei Darreichung 
einer konzentrierten Lésung zuerst meistens ab, wenn diese aber, in einer 
grossen Menge gegeben wird, allmiihlich zu. Dass John Pulsvermehrung 
konstatiert hat, riihrt wohl ebenfalls von der Darreichung einer ver- 
diinnten Lésung in grosser Menge her. Kochmann sagt, dass der Puls 
keine wesentlichen Veriinderungen erfihrt, was aber mit einem seiner 
Ergebnisse nicht iibereinstimmt, nach welchem bei einer von ihm gegebenen 
Dosis in der Regel deutliche Pulszunahme erfolgt. Nach seinem Versuche 
soll der Puls beim Blutdruckanstieg grésser und katadikrotisch werden. 
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Kann in der Tat solche Erscheinung auftreten ? 

Wie oben erwiihnt, werden Blutdruckerhéhung und Pulsabnahme 
bei Anwendung einer konzentrierten Lésung deutlich hervorgerufen und 
zwar sofort nach der Verabreichung. Danach scheint wohl der Alkohol 
die sensiblen Nerven der Schleimhaut des Verdauungskanals zu reizen 
und dadurch reflektorisch die oben geschilderten Veriinderungen zustande 
za bringen. Versuchsweise habe ich einem Abstinenten Weingeist in den 
Mund gegeben und so dessen Einfluss auf Blutdruck und Pulsfrequenz 
untersucht und zwar auf folgende Weise: Nachdem ich festgestellt hatte, 
dass leichtes Gurgeln mit Wasser auf Blutdruck und Pulsfrequenz keinen 
nachweisbaren Einfluss ausiibt, liess ich kurze Zeit mit 50% iger Alkohol- 
lésung gurgeln, dann diese ausspeien und untersuchte den Einfluss auf 
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Fig. 5. 
45 jihriger Abstinenzler. Gurgeln mit 50%ciger Alkohollésung. 
§.D. =Systolischer Druck (in mm Hg); D.D.=Diastolischer Druck 
(in mm Hg); P.Z.=Pulszahl. 
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den Blutdruck, wobei sich ergab, dass dieser bis zu 8 unter 10 Fiillen 
sofort eine Zunahme aufwies (wenn sie auch schwiicher war als bei 
stomachaler Zufiihrung einer gleich konzentrierten Lésung und zwar 
auch bei ein und derselben Versuchsperson). Dabei wird meistens die 
Pulszahl vermindert, aber bisweilen auch gar nicht oder sogar etwas 
vermehrt. Fig. 5 zeigt ein deutliches Beispiel dafiir. 

Gleich nach dem Gurgeln mit 50%iger Alkohollésung zeigten systolischer und diasto- 
lischer Druck einen Anstieg von 5 mm Hg und die Pulszahl pro Min. eine Abnahme yon 
8, danach allmiihlichen Riickgang und nach 30 Minuten die beiden ersteren und letztere 
beinahe normalen Zustand. 

Aus dem Erwihnten erhellt, dass die voriibergehende Blutdruck- 
steigerung und Pulsabnahme beim Einnehmen von Alkohol wenigstens 
zum Teil durch sensible Reizung der Mund- und Rachenschleimhaut 
reflektorisch bewirkt werden. Dass sie im allgemeinen schwiicher sind 
als bei stomachaler Einftihrung, riihrt wohl davon her, dass in diesem 
Falle die von der Rachen-, Osophagus- und Magenschleimhaut stammende 
Wirkung fehlt. Dass Blutdruckanstieg die Pulsabnahme begleitet, wird 
nicht durch gesteigerte Arbeitsleistung des Herzens, sondern vielleicht 
durch Gefiissverengerung infolge vasomotorischer Zentren bedingt ; auch 
die verminderte Pulsfrequenz ist wohl gleichfalls die Folge der Erregung 
des Vaguszentrums, an welcher sich wohl auch die Zunahme des Blut- 
drucks beteiligt. Dagegen beruhen dessen Senkung und die Vermehrung 
der Pulsfrequenz, da sie von der absoluten Menge des Weingeistes abhiingen 
und allmihlich hervorgerufen werden, héchst wahrscheinlich auf der 
resorptiven Wirkung des letzteren. Da Blutdruckabnahme und Puls- 
zunahme immer Schritt miteinander halten, so liesse sich denken dass 
letztere durch Nachlassen des Vagustonus als Folge ersterer entstehen 
kénnte, oder es wiire auch méglich, dass beide unabhingig von einander 
auftreten. Aus obigen Resultaten kann man schliessen, dass konzentrierte 
alkoholische Getriinke in kleiner Menge sofort den Blutdruck steigern, 
und dass wohl auf diese Wirkung die rasch auftretenden giinstigen Er- 
folge bei akuter Herzschwiiche zuriickzufiihren sind, dass aber Getriinke, 
in grosser Menge verabreicht, weil sie blutdruckerniedrigend wirken, zwar 
auf die Krampfzustiinde der Gefiisse giinstig, jedoch auf Herzschwiiche 


im Gegenteil schiidlich wirken. 


II. Versuche an Kaninchen. 
1. Einfluss des Alkohols auf den normalen Kreislauf. 


Durch Versuche an Menschen wurde festgestellt, dass Gurgeln mit 
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konzentrierten alkoholischen Getriinken oder 50 %iger Alkohollésung oder 
stomachale Verabreichung beider sofort blutdrucksteigernd und pulsver- 
mindernd wirkt, und wenn die absolute Menge des Alkohols gross ist, der 
Blutdruck ab- und die Pulsfrequenz zunimmt. Aber die Frage, auf 
welche Weise der Alkohol diese Veriinderungen hervorruft, ist noch nicht 
gelést. Ob tatsiichlich Tiere auf Alkohol in ganz derselben Weise reagieren 
oder nicht, das ist noch unklar. Beim Auftreten der gleichen Reaktion 
kann man meines Erachtens aus den Wirkungen des Alkohols aufs Tier 
auf die beim Menschen schliessen. Zu den Experimenten wurden ca. 2 
Kilogramm schwere Kaninchen gebraucht. Die Tiere wurden schwach 
mit Urethan narkotisiert, eventuell kurarisiert (unter kiinstlicher At- 
mung), dann in Riickenlage fixiert, die Carotis mit einem Hg-Manometer 
verbunden und die Veriinderungen des Blutdruckes und der Pulszahl auf 
einem rotierenden Papier registriert. Nun ist es selbstverstiindlich, dass eine 
Substanz wie Alkohol, welcher den Proteinstoff denaturiert und auf den be- 
treffenden Ort reizend wirkt, Tieren verabreicht, je nach den verschiedenen 
Applikationsmethoden verschiedene Wirkungen zeigt. Doch haben viele 
Forscher darauf keine Riicksicht genommen, sondern nach _beliebigen 
Applikationsverfahren Versuche angestellt, die dadurch gewonnenen 
Resultate siimtlich als Alkoholwirkungen angesehen und sind deshalb 
dazu gekommen, unmittelbare Schliisse iiber die therapeutische Wirkung 
des Weingeistes daraus zu ziehen. Hat die Nichtiibereinstimmung der 
Behauptungen der Forscher vielleicht darin ihren Grund? Deshalb 
habe ich nach verschiedenen Applikationsmethoden Alkohol gegeben, um 
das Verfahren der therapeutischen Wirkung zu analysieren und zugleich 
die nicht im Einklang miteinander stehenden Behauptungen der Autoren 


aufzukliren. 
a. Applikation auf die Mundschleimhaut. 


Zuerst soll untersucht werden, ob beim Bepinseln der Mundschleim- 
haut von Kaninchen mit Alkohollésung Blutdruck und Pulszahl dieselben 
Veriinderungenerfahren wie bei der Versuchsperson, die ich mit konzentrier- 
ten alkoholischen Getriinken gurgeln liess. Zu diesem Zwecke habe ich, 
indem ich einem Kaninchen unter schwacher Urethannarkose auf die 
Mundschleimhaut verschieden stark konzentrierte Alkohollésungen appli- 
zierte, Untersuchungen angestellt, die Folgendes ergaben: Durch 52 ige 
und 10%ige Lésung erleiden Blutdruck und Pulsfrequenz keine nach- 
weisbaren Verinderungen, durch 20%ige und 30%ige wird zuweilen 


und durch 402% ige und 50%ige in vielen Fiillen ersterer gesteigert und 
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letztere vermindert. Ab und zu sinkt jener bevor er ansteigt. Der eben 
erwaihnte Blutdruckanstieg beginnt sofort nach der Bepinselung, erreicht 
innerhalb 5 Minuten sein Maximum, nimmt dann allméhlich ab, bis er 
in 10-20 Minuten fast auf die Norm zuriickgeht. Fig. 6 veranschaulicht 


das deutlich. 





VAP SSCSSSSR SSS EVES Se eS SESE SSS SSS w 
Fig. 6. 
Kaninchen 2,2 kg. Urethannarkose. 


Bepinselung der Mundschleimhaut mit 50?Ziger Alkohollisung. 
B. =Blutdruck ; N.=Nulllinie; Z.=Zeit in 5 Sek. 


Einige Minuten nach der Bepinselung mit 50%iger Alkohollésung zeigte der Blut- 
druck, welcher vorher 104 mm Hg betragen hatte, 138 mm Hg, also eine Erhéhung um 
34 mm Hg. 

Die Pulszahl nahm mit der Steigerung des Blutdruckes ab und mit 
seiner Senkung zu, bis sie zur Norm zuriick kam. Fig. 7 zeigt einen 
Beispiel davon. 

Vor der Applikation betrug der Blutdruck 82 nm Hg und die Pulszahl 264, pro Min 
gleich nach der Bepinselung stieg ersterer auf 114 mm. Hg und letztere sank auf 228; nach 
5 Minuten zeigte jener 92 mm Hg und diese 258. 

Diese Resultate stehen mit denen, welche bei den Versuchen an Men- 
schen gewonnen wurden, gut im Einklang, woraus klar hervorgeht, dass 
sie bei Mensch und Tier nicht wesentlich verschieden sind. Zuweilen 
steht unmittelbar nach der Applikation die Atmung ganz voriibergehend 
still, einige Zeit danach kommt sie in der Regel zur Beschleunigung. 
Sonst stellen sich keine unruhigen Zustinde ein. Um festzustellen ob die 


oben erwiihnten Kreislaufveriinderungen durch Variation dieser Respira- 
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Fig. 7. 
Kaninchen 2,3 kg. Urethannar- 
kose. 
Bepinselung der Mundschleim- 
haut mit 50°¢Ziger Alkohol- 
B“™~- ~ lésung. 
1) Vor der Applikation ; 
2) 2 Min. nach der Applika- 


tion ; 
3) 5 Min. nach der Applika- 
tion. 
B. = Blutdruck ; 
N N.=Nulllinie ; 
Z.* a ; , Z.=Zeit in 5 Sek. 


(1) (2) (3) 


tionsbewegung oder durch irgend welche unsichere motorische Erregung 
hervorgerufen werden oder nicht, habe ich an kurarisierten Tieren unter 
kiinstlicher Atmung dasselbe Experiment wiederholt. Das gewonnene 
Resultat war ganz dasselbe, nur noch deutlicher. 

Diese Veriinderungen stimmen mit denen bei Menschen gut iiberein, 
sind jedoch noch regelmiissiger als bei ihnen. Unter 10 Fiillen zeigten 9 
klare Ergebnisse. Diese Veriinderungen scheinen nach ihrem Verhalten 
reflektorischer Natur zu sein. Um dies noch sicherer zu stellen habe ich 
einem Kaninchen anf die mit 10%iger Cocainlésung bepinselte Mund- 
schleimhaut 50% ige Alkohollésung gepinselt, was aber Blutdruck und 
Pulsfrequenz gar nicht beeinflusste. 70%ige Lésung verhielt sich ganz 
gleich. Daraus geht hervor, dass es keinem Zweifel unterliegen kann, 
dass die durch Alkoholapplikation in die Mundhéhle herbeigefiihrten 
Kreislaufveriinderungen reflektorisch durch Reizung der sensiblen Nerven- 
endigungen der Mundschleimhaut entstehen. Da ferner Blutdruckanstieg 
mit Abnahme der Pulsfrequenz parallel geht, so ist daraus zu schliessen, 
dass er nicht durch vermehrte Arbeitsleistung des Herzens, sondern durch 
Vasokonstriktion zustande gebracht wird. Auch onkometrisch ist es klar, 
dass er die Abnahme des Darmvolums begleitet. Auch vergréssert sich 
das Beinvolum mit gesteigertem Blutdruck, was aber wohl von der durch 
ihn bedingten passiven Vasodilatation herriihrt. Fig. 8 zeigt ein Beispiel 
dafiir. Zweifellos beruht die Blutdruckzunahme auf reflektorischer Ver- 
engerung der Gefiisse, insbesondere des Splanchnicusgebietes. Abnahme 
der Pulsfrequenz tritt bei den am Halse beiderseits vagotomierten Tieren 
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rh eee 3 Fig. 8. 
Sa s 
Kaninchen 2,0 kg. Ure- 
thannarkose. 
BV. Sa) ak ye ove? Sepinselung d. Mund- 
schleimhaut mit 502Ziger 
Alkohollésung. 
e Der Pfeil markiert den Be- 
fa ginn der Bepinselung. 
B. ty gn / D.V.=Darmvolum ; 
gg OM, 
f B.V.=Beinvolum ; 


B. = Blutdruck ; 
N. =Nulllinie ; 
Z.=Zeit in 5 Sek. 
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nicht ein, also ist sie Folge der Erregung des Vaguszentrums. Aber ob 
das Zentrum reflektorisch gereizt wird oder durch die von der Blutdruck- 
steigerung herriihrende Erregung, dariiber eine Entscheidung zu fiillen 
ist uumdglich. 


b. Stomachale Applikation. 


Die Mitteilungen tiber Untersuchungen, bei denen Tieren Alkohol 
stomachal gegeben wurde, sind ziemlich zahlreich. Nach den Resultaten 
von Zimmerberg,” Gutnikow,” Rosenfeld,” Brooks,” Lieb” u.a. 
an Hunden und Kaninchen scheint Weingeist in kleiner Menge gar keine 
Wirkung auf den Blutdruck und die Pulsfrequenz auszuiiben, in relativ 
grosser Dosis immer Erniedrigung des ersteren und Abnahme der letzteren, 
zuweilen im Beginn auch Blutdruckanstieg leichten Grades herbeizufiihren. 
Auch nach den Versuchen von Kuno” an Kaninchen und Hunden 
erniedrigt Alkohol den Blutdruck, aber er wirkt auf die Pulsfrequenz bei 
Kaninchen und Hunden verschieden. Er fand bei ersteren keine erhebliche 


Veriinderung oder eine Verminderung und bei letzteren Senkung des 


6) Zimmerberg, zit. nach Kochmann, Heffter’s Handbuch d. exp. Pharm. I, 
Kerlin 1923, 317. 

7) Gutnikow, Zeitschr. f. klin. Med., 1892, 21, 168. 

8) Rosenfeld, zit. nach Loeb, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., 1905, 52, 459. 

9) Brooks, Journ. of Americ. Med. Assoc., 1910, 55, 372. 

10) Kuno, Kioto-Igaku-Zas:hi, 1911, 8, 54 (jap.). 
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Blutdruckes und Zunahme der Pulszahl. Ganz verschieden von diesen 
Resultaten sind die Resulate von Dixon." Er gab einem Hunde 
stomachal 60 cem 50% igen Alkohols und sah, wie dadurch der Blutdruck 
in die Héhe ging und das Beinvolum voriibergehend sich vergrésserte, 
um sich dann zu verkleinern. 

Da bei der Applikation des Alkohols auf die Mundschleimhaut, wie 
schon im vorigen Kapitel erwihnt, der Blutdruck reflektorisch beeinflusst 
wird, so muss man bei stomachaler Einverleibung des Alkohols sein 
Eindringen in Form von Dampf oder Tropfen in die Mundhéhle vermei- 
den. Deshalb habe ich die Sonde, die in den Magen eingefiihrt werden 
sollte, mit einem 30 cm langen Gummischlauch verbunden, um von einem 
méglichst weit vom Munde entfernten Orte aus den Alkohol einfiihren 
zu kénnen. Die Resultate der Experimente sind folgende: Gibt man 
schwach mit Urethan narkotisierten oder kurarisierten Kaninchen eine 
grosse Menge 50%iger Al- 
kohollésung, d.h. 10 cem 
pro kg K6érpergewicht sto- 
machal, so sinkt wenn auch 
nicht regelmiissig, der Blut- v 
druck sofort, das wurde nur B. 
in 2 unter 5 Fiillen beo- 
bachtet. Fig. 9 zeigt ein 
Beispiel fir. Unabhingig 
davon, ob sich vorliufige 
Blutdrucksenkung zeigt 
oder nicht, beginnt in allen 


Fallen 7-8 Minuten nach " 


Verabreichung des Alko- | ES ear ee Se ere ee TS eer 
hols allmihliche Blutdruck- 
senkung, welche im Verlauf 





Fig. 9. 
der Zeit deutlicher wird = Danineoe. be ew 

P ‘ = / cem 007olger AlKoholosung In den Magen. 
und nach 30 Minuten fast 


Der Pfeil markiert den Beginn der Applikation. 
die Hilfte des Anfangs- B. =Blutdruck; N.=Nulllinie; Z. =Zeit in 5 Sek. 
drucks betriigt und nach 

langem Verweilen in diesem Zustande sehr allmihlich zar Norm zuriick- 
kehrt. Die Pulszahl nimmt beim ersten geringsten Abstieg des Blut- 


druckes zu, aber bei dessen erheblicher Senkung im Gegenteil ab. Fig. 


11) Dixon, Journ. of Physiol., 1906-1907, 35, 372. 
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Fig. 10. 


Kaninchen 2,4 kg. Urethannarkose. 
17 cem 502Ziger Alkhollésung in den Magen. 
(1) Vor der Applikation ; 
(2) 15 Min. nach der Applikation ; 
(3) 30 Min. nach der Applikation. 
B.=Blutdruck und Pulszahl ; N.=Nulllinie; Z.=Zeit in 5 Sek. 


Vor Alkoholapplikation betriigt der Blutdruck 104 mm Hg und die Pulszahl 224 
pro Min.; 15 Minuten nach ihr ist ersterer 98 mm Hg und letztere 244 und nach 30 Minu- 
ten jener 54 mm Hg und diese 216. 

Darreichung von 50%iger Alkohollésung in kleiner Menge, z. B. 4 
cem pro kg Kérpergewicht, bewirkt sehr selten sofortigen Blutdruckabfall. 
Der Blutdruck beginnt nach ca. 10 Minuten zu sinken, wird in 30 Minuten 
am niedrigsten und nach 1 Stunde wieder fast normal. Die Pulszahl 
vermindert sich mit -der Erniedrigung des Blutdruckes und kehrt 
allmihlich mit der Erhéung des Blutdruckes zur Norm zuriick. 

Falls von einer verdiinnten Alkohollésung, z.B. einer 1094igen pro 
kg Kérpergewicht, 20 ccm oder 50 ccm gegeben werden, so iindern sich 
Blutdruck und Pulszahl, wie bei der Verabreichung von 4 oder 10 cem 
einer 50% igen, aber der anfiingliche Blutdruckabfall tritt fast gar nicht 
ein, wie im letzteren Falle. Eine 102ige, zu ca. 10 cem gegeben, wirkt 
fast gar nicht blutdruckveriindernd. 

Aus diesen Resultaten ist zu erkennen, dass bei stomachaler Verab- 
reichung von Alkohol der Blutdruck ab und zu plétzlich, aber nachher 
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allmiihlich sinkt, dass die Pulszahl zwar mit der Blutdrucksenkung sich 
iindert, aber wenn diese graduell gering ist, sich vermehrt und bei hoch- 
gradiger Blutdrucksenkung sich vermindert. Die Fiille, bei welchen 
Alkohol in kleiner Menge gegeben, allmihlich geringe Blutdrucksenkung 
und Pulszunahme bewirkt, stehen mit denen, in welchen Menschen ver- 
diinnter Alkohol gegeben wird, in sehr gutem Einklang. 

Einige sagen zwar, dass bei Einfiihrung von Alkohol in den Magen 
anfingliche Blutdrucksteigerung vorkommt, was aber in meinen Fiillen 
niemals beobachtet werden konnte. Diirfte nicht, da, wie schon erwiihnt, 
die Reizung der Mundschleimhaut blutdrucksteigernd wirkt, die von 
ihnen beobachtete Blutdruckzunahme von unvorsichtiger Applikation 
her riihren? Unabhiingig davon, ob diese vorliufige Blutdrucksenkung 
ertolgt, oder nicht, tritt schliesslich allmihlich Blutdruckernierdrigung 
auf. Dies stimmt mit den Berichten einer grossen Anzahl von Forschern 
iiberein und steht ausser allem Zweifel. Nur Dixon hat Blutdruck- 
steigerung nachgewiesen ; worauf dies beruht, ist nicht zu erkliiren. Die 
Untersuchung der von ihm zum Belege angegebenen Kurven liisst erken- 
nen, dass der Blutdruck gleich nach der Applikation ansteigt, und liisst 
Zweifel daran aufkommen, ob die Wirkung in der Tat eine resorptive ist 
oder nicht. Beruht seine Blutdruckerhéhung nicht auf anderen Ursachen, 
wie z.B. nachliissiger Applikation? Einige sagen, dass die Pulszahl zu-, 
und andere, dass sie abnimmt; dieser Unterschied hiingt von der Menge 
ab, und die Pulszahl wird bei leicht blutdruckherabsetzender Menge 
vermehrt und bei erheblich blutdrucksenkender vermindert. 

Da anfiingliche Blutdruckerniedrigung keine konstante Erscheinung 
ist, ist sie schwer zu analysieren, aber jedenfalls ist sie von der Konzent- 
ration des Alkohols abhiingig, jedoch nicht von seiner absoluten Menge ; 
sie stellt sich sofort nach der Applikation ein und verschwindet in kurzer 
Zeit, woraus zu ersehen ist, dass der konzentrierte Alkohol héchst wahr- 
scheinlich die sensiblen Nerven der Magenwand reizt und dadurch den 
Reflex auslist. Die darnach auftretende Blutdrucksenkung zeigt sich nach 
mehreren Minuten, wird allmiihlich deutlicher und verschwindet ebenfalls 
allmihlich ; ferner ist sie nicht von der Konzentration des Alkohols sondern 
von seiner absoluten Menge abhingig, wonach sie also mit Recht als resorp- 
tive Wirkung anzusehen ist. Ist dies nun der Fall, auf welche Weise 
wirkt dann Alkohol blutdrucksenkend ? Bei geringer Blutdruckernied- 
rigung nimmt die Pulszahl zu, sodass diese Erniedrigung wahrscheinlich 
nicht durch verminderte Arbeitsleistung des Herzens, sondern durch 
Vasodilatation bedingt ist. Die Pulszunahme riihrt wohl vom Nachlassen 
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des Vagustonus infolge herabgesetzten Blutdruckes her. Daraus, dass bei 
erheblicher Blutdruckabnahme zugleich der Puls verlangsamt wird, ist 
wohl mit Recht zu schliessen, erstere sei dadurch herbeigefiihrt dass an 
der Gefiisserweiterung die verminderte Arbeitsleistung des Herzens 
beteiligt ist. Dass diese Vermutung den Tatsachen entspricht, erhellt 
daraus, dass beim Onkometerversuch an beiderseits vagotomierten Tieren 
der Blutdruckabfall Veriinderungen des Bein- und Darmovolums aufweist. 


Fig. 11 zeigt ein Beispiel dafiir. 
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Fig. 11. 
Kaninchen 1,9 kg. Urethannarkose. 
Beide Vagi durchgeschnitten. 
20 cem 502Ziger Alkohollésung in den Magen. 

(1) Vor der Applikation ; 

(2) 20 Min. nach der Applikation ; 

3) 60 Min. nach der Applikation. 

B.=Blutdruck; D.V.=Darmvolum; B.V.=Beinyolum ; 

P N.=Nulllinie; Z.=Zeit in 5 Sek. 


Darm- und Beinyolum zeigen mit der Blutdruckerniedrigung Vergrisserung, welche 
graduell zusammen mit letzterer zunimmt. Die Pulszahl sinkt, ohne sich im Anfang zu 
vermehren, mit der Blutdrucksenkung und zwar desto mehr, je bedeutender letztere ist. 
Niimlich beim Sinken yon 104 mm Hg Blutdruck auf 77 mm Hg vermindert sich die Puls- 
zah] von 210 pro Min. auf 204 und bei der Abnahme des ersteren auf 54 mm Hg sinkt letz- 
tere auf 163. 

Daraus geht hervor, dass Alkohol zwar Vasodilatation, Abnahme 
der Herzfrequenz und Herabsetzung des Blutdrucks hervorruft, aber 
zugleich mit letzterer den Vagustonus abschwiicht, so dass die Herzschliige 


vermehrt und bis zu einem gewissen Grade ausgeglichen werden. Also 
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nimmt der Puls bei schwacher Alkoholwirkung zu, aber bei hochgradiger 
wird das Herz iiusserst stark angegriffen so dass die kompensatorische 
Vermehrung als nicht stattfindend angesehen werden muss. Wie erweitern 
sich nun die Gefiisse? Die lihmende Wirkung des Alkohols auf das 
vasomotorische Zentrum ist allbekannt. Dass ferner verdiinnter Wein- 
geist auf die isolierten Organe der Warmbliiter vasodilatatorisch wirkt, 
ist auch nach den Experimenten von Dixon," Mori,” Gatel u. Men- 
nicke,” Weber’ und anderen Forschern sicher. Worauf beruht nun 
in diesem Falle die Vasodilatation? Aus der Tatsache, dass bei einem 
Tiere mit durchschnittenem Halsmarke bei Einfihrung von 4 ccm 
50%iger Alkohollésung pro kg K6rpergewicht in den Magen keine 
erhebliche Wirkung auftritt, wohl aber bei stomachaler Verabreichung 
von 10 ccm derselben Alkohollésung pro kg Kérpergewicht der Blutdruck 
sinkt, ist zu schliessen, dass durch eine kleine Menge Alkohol bewirkte 
Blutdruckabnahme hauptsichlich auf Lihmung des Zentrums beruht, 
aber die durch eine grosse Menge bedingte wohl noch mit durch 
Beteiligung der Gefiisslihmung verursacht wird. Wie entsteht nun 
weiter die Abnahme der Arbeitsleistung des Herzens? Dixon" und 
einige andere Autoren teilen mit, dass Alkohol auf isolierte Warmbliiter- 
herzen erregend wirkt, wiihrend Kuno,” Fischer,” Chistoni™ u. a. 
durch vorsichtige Untersuchungen Dixonsche Ergebnisse in Abrede ge- 
stellt und gefunden haben, dass W eingeist in verdiinnter Lésung wirkungslos 
ist und in einer Konzentration, in welcher die Wirkung zum Vorschein 
kommt, lihmend zu wirken scheint. Meine Versuchsergebnisse stehen 
auch mit denen der letzteren Autoren im Einklang. Die Pulsabnahme 
bei stomachaler Verabreichung des Alkohols rithrt wahrscheinlich von 
seiner direkt lihmenden Wirkung auf das Herz her. 


c. Applikation in den Darm. 


Die Veriinderungen des Blutdruckes und der Pulsfrequenz bei A ppli- 
kation des Alkohols in den Darm oder das Rektum stimmen mit denen 


bei seiner stomachalen Verabreichung fast ganz iiberein. 


12) Mori, zit. nah Meyer-Gottlieb, Die experimentelle Pharmakologie, Berlin 
1923, 281. 

13) Gatel u. Mennicke, Zeitsch. f. d. ges. exp. Med., 1923, 32, 281. 

14) Weber, Arch. f. Anat. u. Physiolog., 1907, 76, 348. 

15) Kuno, Kioto-Igaku-Zasshi, 1910, 7, 20 (jap.); Arch. internat. de pharmacodyn. 
et de thérap., 1912, 22, 355. 

16) Fischer, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., 1898, 41, 174. 

17) Chistoni, Arch. inter. de physiolg., 1914, 14, 201. 
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d. Subkutane Applikation. 


Wird einem schwach urethanisierten Kaninchen 10 cem 102@iger 
Alkohollésung pro kg K6érpergewicht subkutan verabreicht, so beginnt 
nach mehreren Minuten Blutdruckabfall, welcher allmihlich deutlicher 
wird und nach 20-30 Minuten 5-15 mm Hg betriigt, dann allmiihlich 
guriickgeht, bis er in ca. 60 Minuten wieder die Norm erreicht. Die 
Pulszahl nimmt, im Gegensatz zum Blutdruck, erst allmihlich zu, dann 
allmiihlich ab, bis sie wieder normal wird. Auch bei Applikation von 2 
cem 50%iger Alkohollésung pro kg Kérpergewicht erfolgen analoge 
Veriinderungen. Nach der Injektion sinkt der Blutdruck sehr selten 
sofort. Dieser wird immer niedriger, wenn man von 50%igem Alkohol 
eine grosse Menge, z. B. 10 cem pro kg Kérpergewicht, gibt, und wird in 
30 Minuten halb so hoch wie der normale Druck, und es zeigt sich auch 
Pulsverlangsamung. Diese Erscheinungen zeigen zwar Neigung, sich 
allmiihlich zu restituieren, aber innerhalb einer Stunde finden keine 
Verinderungen statt. 

Diese Symptome sind denen bei stomachaler Applikation ganz gleich. 
Von beiden Blutdrucksenkungen ist der selten auftretende, anfingliche 
wohl reflektorischer Natur und der regelmiissig allmahlich zum Vorschein 
kommende als resorptive Wirkung anzusehen. 


e. Intravenése Applikation. 


Zahlreiche Forscher haben sich mit den Blutdruckveriinderungen 
bei intravenéser Applikation von Alkohol beschiiftigt. Dass letzterer in 
grosser Menge blutdruckherabsetzend wirkt, dariiber sind sich alle einig, 
aber iiber seinen Einfluss auf den Blutdruck bei Verabreichung einer 
kleinen Menge sind die Ansichten der Forscher geteilt. Zimmerberg,” 
Bock, Pissler,” Brocks” u.a. haben niimlich Drucksenkung 
gefunden, wihrend Kochmann,” Dixon," Hascovec,” Nakaga- 
wa,” u. a. das Gegenteil feststellen. Kuno” hat auch vor der Druck- 
senkung eine voriibergehende leichte Drucksteigerung beobachtet, welche 
aber nach ihm von der eigentlichen Alkoholwirkung herriihrt. Warum 
die Ansichten der Autoren so stark auseinandergehen, ist zwar nicht klar, 


18) Bock, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., 1898, 41, 174. 
19) Piissler, Deutsch. Arch. f. klin. Med., 1899, 64, 725. 
20) Kochmann, Arch. inter. de Pharm. et de Thérap., 1904, 13, 329. 


21) Hascovec, Wiener med. Wochenschrift, 1909, 59, 459. 
22) Nakagawa, Tohoku Journ. of Exp. Med., 1921, 5, 190. 
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aber aus ihren Mitteilungen lisst sich so weit schliessen dass es nicht mit 
der Verschiedenheit ihrer Versuchstiere in Beziehung steht. Deshalb 
habe ich an Kaninchen Versuche angestellt. 

Fihrt man urethanisierten Kaninchen 10 cem 5 2iger Alkohollésung 
pro kg K6rpergewicht sehr langsam in die Ohrvene ein, so zeigt der 
Blutdruck keine Veriinderung oder eine geringe Erhéhung, welch 
letztere sehr allmiihlich erfolgt, in 5 Minuten nur 2-5 mm Hg betriigt 
und in der Regel in 10 Minuten auf die Norm zuriickgebt. Bei intrave- 
noser A pplikation von 1 cem 502%4iger Alkohollésung zeigt der Blutdruck, 
auch bei ziemlich langsamer Injektion, manchmal Neigung zu voriiberge- 
hender Erniedrigung, dann geht er regelmiissig in die Hohe, welche 
Erhéhung jedoch individuell verschieden, meistens leichten Grades ist 
und ziemlich lange, 30-60 Minuten oder noch liinger, dauert. Fig. 12 


veranschaulicht das. 
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(1) (2) (3) 
Fig. 12. 
Kaninchen 1,8 kg. Urethannarkose. 
1 eem 502Ziger Alkohollésung intravenés eingespritzt. 
Der Pfeil markiert den Beginn der Injektion. 
(1) Vor und direkt nach der Injektion ; 
2) 30 Min. nach der Injektion ; 
(3) 60 Min. nach der Injektion. 
B.=Blutdruck ; N.=Nulllinie; Z.=Zeit in 5 Sek. 


Der Blutdruck, welcher yor der Applikation 82 mm Hg betrug, stieg 1 Min. nach der 
Verabreichung von 1 cem 50%éiger Alkohollésung (pro kg) auf 92 mm Hg, in 30 Minuten 
auf 106 mm Hg und zeigte nach 60 Minuten, als er schon mehr oder weniger wieder zuriick- 
gegangen war, noch immer 98 mm. 

Beibringung von 5 cem 50%iger Lésung bewirkt, dass der Druck, 
nachdem er prompt gesunken war nach und nach wieder austeigt, dann 
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allmiihlich heruntergeht, bis er subnorm tief wird. Fig. 13 zeigt ein 
Beispiel davon. 

Der Druck, welcher vor 
der Applikation 112 mm Hg 
hoch war, wurde unmittelbar y 
nach ihr auf 90 mm Hg ernie- B 
drigt, nach 2 Minuten auf 122 ' 

mm Hg gehoben und nach 10 
Min. auf 76 mm Hg gesenkt. 

Gibt man ca. 10 cem 
50% iger Alkohollésung, 
so sinkt der Druck sofort, 
zeigt danach Neigung 
zum Anstieg, erreicht 





aber die Normalhdhe %.- 


nicht und fiallt schliess- \PecevEwe eo veverevrererenere. muewe 


lich sehr hinunter. ; (1) (2) 
Aus obigen  Ver- Fig. 15, 


Kaninchen 2,1 kg. Urethannarkose. 
. 5 cem 50%iger Alkohollésung pro kg 
Alkolx I, insbesondere intravenis eingespritzt. 


suchen ersieht man, dass 


konzentrierter, in kleiner (1) Vor und direkt nach der Injektion ; 
(2) 10 Min. nach der Injektion. 


Tenge intravends inji- J ; 
Meng oe B.=Blutdruck ; N.=Nulllinie ; 'Z. =Zeit in 5 Sek. 


ziert, ganz im Unter- 
schiede von stomachaler oder subkutaner Verabreichung, sicher blutdruck- 
steigernd wirkt, aber in grosser Dosis voriibergehende Druckerhéhung oder 
Neigung dazu zeigt und danach Druckabfall hervorruft, was mit den Re- 
sultaten von Kochmann, Dixon und anderen Autoren iibereinstimmt. 
Dass aber die anderen Forscher den Druckanstieg nicht beobachten konn- 
ten, beruht meiner Meinung nach darauf, dass sie die Lésung nicht in 
geeigneter Konzentration und Menge gebraucht haben. Wie entsteht 
denn die Blutdrucksteigerung durch eine kleine Menge Alkohol ? Koch- 
mann ist der Ansicht, sie riihre davon her, dass trotz aktiver Erweiterung 
der peripheren Gefiisse doch die des Splanchnicusgebietes sich so stark 
zusammenziehen, dass dadurch erstere tiberwunden wird, aber Dixon, 
Bachem,” u. a. wollen die erwihnte Blutdruckerhéhung der gesteigerten 
Arbeitsleistung des Herzens zuschreiben. 

Einige Autoren behaupten, dass man bei der Untersuchung des 
Einflusses der intravenésen Injektion von Alkohol Tiere nicht betiiuben 


23) Bachem, Arch. intern. de Pharm. et de Thérap., 1905, 14, 437. 
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darf, aber nach meinen Versuchen steigt der Blutdruck auch unter 
leichter Narkose deutlich an. Dabei eréffnete ich unter kiinstlicher 
Atmung Brust und Bauch, dann registrierte ich zu gleicher Zeit mittelst 
Cushny’s Myocardiograph die Herzschlige, onkometrisch das Darm- 
volum und mittelst Hg-Manometer den Carotisdruck. Bei langsamer 
intravendser Applikation von 1 cem 50%iger Alkoholléisung pro kg 
K6rpergewicht nimmt der Blutdruck, wie aus Fig. 14 ersichtlich, zu und 
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Fig. 14. 


Kaninchen 1,7 kg. Urethannarkose. 

1.7 cem 50%éiger Alkohollésung intravenés. 
Der Pfeil markiert den Beginn der Injektion. 
H.=Herz; B.=Blutdruck; D.V.=Darmyolum ; 
N.=Nulllinie ; Z.=Zeit in 5 Sek. 


damit auch die Amplitude der Herzschliige und das Darmvolum. Die 
Blutdrucksteigerung kommt als Folge der Zunahme der Arbeitsleistung 
des Herzens zustande, und die Zunahme des Darmvolums durch die 
Druckerhéhung. Aber bei Darreichung einer grossen Menge, z.B. von 5 
cem 502¢iger Lésung, ist das Verhalten anders. Wie Fig. 15 zeigt, wird 
zwar der Blutdruck gesteigert, aber die Herzschlige in der Amplitude viel- 
mehr verkleinert und auch das Darmvolum vermindert. Dass Druckan- 
stieg trotz solcher Abnahme der Arbeitsleistung auftritt, muss als haupt- 
sichlich durch Kontraktion der Darmgefiisse bedingt angesehen werden. 
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Fig. 15. 
Kaninchen 2,0 kg. Urethannarkose. 

10 cem 502Ziger Alkohollésung intravenés. 
Der Pfeil markiert den Beginn der Injektion. 
H.=Herz; B.=Blutdruck ; D.V.=Darmvyolum ; 
N.=Nulllinie; Z.=Zeit in 5 Sek. 


Die durch Alkohol bewirkte Drucksteigerung schreiben Dixon und 
Bachem der vermehrten Arbeitsleistung des Herzens und Kochmann 
der Vasokonstriktion zu ; dieser Unterschied ist durch die Menge des Al- 
kohols bedingt. Da diese Veriinderungen auch bei Tieren, denen das Hals- 
mark durchschnitten ist, eintreten, besteht kein Zweifel, dass Weingeist 
peripherisch wirkt, in kleiner Menge die Arbeitsleistung des Herzens ver- 
mehrt, in grosser die Gefiisse zur Kontraktion und dadurch den Blutdruck 
zum Steigen bringt. Aber weil Alkohol, wie oben erwiihnt, in verschie- 
denen Mengen stomachal oder subkutan beigebracht, niemals blutdrucker- 
héhend wirkt, ist es zweifelhaft ob bei intravenéser Verabreichung von 
Alkohol die Blutdrucksteigerung tatsiichlich als ihre eigentliche resorptive 
Wirkung anzusehen ist oder nicht. Nach Dixon,” Gatel und Men- 
nicke™ und anderen Autoren wirkt Alkohol in verdiinnter Lésung auf 
die isolierten Gefiisse erweiternd und in konzentrierter zusammenziehend. 
Dann wiire es méglich, dass letztere in grosser Dosis intravenés appliziert, 
mag sie schliesslich auch durch Blut verdiinnt werden, doch eine Zeit lang 
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konzentriert bleiben miisste und dadurch Gefisskontraktion hervorriefe. 
Weiter teilen Loeb,” Dixon,” Brandini™ u.a. mit, dass Einfluss 
verdiinnten Alkohols auf das isolierte Herz ein giinstiger ist, was aber 
durch spiter angestellte Versuche von Kuno,” Chistoni,” Fischer” 
u.a. nicht nur nicht bestitigt, sondern im Gegenteil immer verneint 
wurde. Ist dies der Fall, auf welche Weise vergréssert sich dann die 
Amplitude der Herzschliige bei Applikation konzentrierten Alkohols in 
kleiner Menge? Dass dies nicht zur Zeit, wo letzterer vom Verdaungs- 
kanal oder subkutanen Gewebe in die Blutbahn eindringt, zustande 
kommt und dass der Grad der Blutdrucksteigerung nicht von der absolu- 
ten Menge des Alkohols, sondern von seiner Konzentration abhiingt, liisst 
erkennen, dass die giinstige Wirkung auf das Herz in Beziehung zur 
Vermischung des konzentrierten Alkohols mit dem Blut stehen muss. 
Auch aus der Tatsache, dass nach Cushny und Gunn™® aus Kanin- 
chen gewonnenes Serum oder Plasma auf thr isoliertes Herz erregend 
wirkt, lisst vermuten, dass die Veriinderung des Blutes eine giinstige 
Wirkung auf das Herz entfalten kann. Ich habe ein isoliertes Kanin- 











(1) (2) 
Fig. 16. 
Isoliertes Kaninchenherz, unter Ringer-Blutmischung. 
1} Normaler Zustand. 
2) 2 Min. nach d. Umschaltung auf Alkohol-Ringer-Blutmischung. 
(1 eem 502Ziger Alkohollésung in 100 cem Blut.) 
Z.=Zeit in 4 Sek. 


24) Loeb, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., 1905, 52, 459. 
25) Brandini, zit. nach Goldschmidt, Zentralblatt f. Physiolog., 1914, 14, 201. 
26) Cushny u. Gunn, Jour. of Pharm. and Exp. Therap., 1913-1914, 5, 3. 
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chenherz von mit Ringerlésung ums zehnfache verdiinntem Kaninchen- 
serum durchstrémen lassen. Danach wurde es auf dieselbe Fliissig- 
keit mit 1 cem 50%iger Alkohollésung umgeschaltet, wodurch aber die 
Herzschliige gar keine Veriinderung erfuhren. Wurde aber letztere 
Lésung mit solcher vertauscht, bei der man zu 100 ccm Serum 1 ecm 
50esiger Alkohollésung hinzusetzt, das ganze schiittelt, dann mit 1 | 
Ringerlésung versetzt, dann zeigte das Herz, wie aus Fig. 16 ersichtlich, 
in der Amplitude vergrésserte Pulsation und vermehrten Rhythmus. 
Daraus folgt, dass die Blutdrucksteigerung bei intravenéser Zufuhr von 
Alkohol davon herriihrt, dass dieser die Beschaffenheit des Serums veriin- 
dert und dadurch kardiotonisch wirkt, und dass sie nicht durch Alkohol 
selbst hervorgerufen wird. 

Wie dem auch sei, die Wirkungen des Alkohols auf den Blut- 
druck sind bei innerlicher Darreichung und bei intravenéser Injek- 
tion ganz verschieden voneinander. Klinisch werden alkoholische Ge- 
triinke immer per os und nicht intravends verabreicht. Wenn man 
also auch bei intravenédser Applikation von Alkohol den Blutdruck hat 
ansteigen sehen, so ist es doch ganz sinnlos, danach die klinischen Erfolge 
zu beurteilen. 


2. Einfluss des Alkohols auf den gestérten Kreislauf. 


-_: 


Mitteilungen iiber Untersuchungen, bei denen man die Kreislauf- 
stérungen bei Tieren auf irgend welche Weise erzeugt und den Einfluss 
des Alkohols auf sie erforscht hat, sind sehr selten. Piissler*? hat einem 
durch eine Infektion vasomotorisch gestérten Tiere Alkohol gegeben und 
dadurch den Kreislauf zuweilen sich haben bessern gesehen ; das aber ist 
der einzige bis jetzt erstattete Bericht. 

Ich habe einem Kaninchen, bei welchem vorher durch Verblutung 
oder subkutane Injektion von Alkohol oder Chloralhydrat Blutdruck- 
senkung hervorgerufen war, Alkohol nach verchiedenen Methoden, z. B. 
in den Mund, stomachal, subkutan oder intravenés, gegeben und den 
Einfluss auf den Blutdruck untersucht. Das ergab, dass ersterer, wenn 
auch in der Stiirke von dem beim normalen Kreislauf verschieden, 
qualitativ gleich ist. Aber bei erheblichem Blutdruckabfall wirkt 
Alkohol, in den Mund beigebracht, nicht deutlich drucksteigernd. 


27) Pissler, Deut. Arch. f. klin. Med., 1899, 64, 725. 








Wirkung des Alkohols auf den Kreislauf 


Schluss. 


1. Bei Applikation konzentrierten Alkohols auf die Mundschleim- 
haut des Menschen und Kaninchens stellen sich sofort Blutdruckanstieg 
und Pulsabnahme ein, welche aber nur mehrere Minuten dauern. Ersterer 
wird tierexperimentell dadurch herbeigefiihrt, dass Weingeist sensible 
Nerven der Mundschleimhaut reizt und dadurch reflektorisch vasokon- 
striktorisch wirkt. Pulsverminderung wird durch die Erhéhung des 
Vagustonus infolge gesteigerten Blutdrucks zustande gebracht. 

2. Gibt man einem Menschen innerlich konzentrierten Alkohol, 
dann treten sofort die oben erwihnten Veriinderungen auf, aber nur 
allmihlich Blutdruckerniedrigung und Pulszunahme. Fiihrt man einem 
‘Tiere unter Schonung der Mundschleimhaut Alkohol in den Magen ein, 
so wird der Blutdruck, statt zuniichst in die Héhe zu gehen, erniedrigt 
und die Pulsfrequenz vermehrt. Die zuerst eintretende Drucksteigerung 
bei Menschen ist reflektorischer Natur, hervorgerufen durch Reizung von 
der Mundschleimhaut aus, aber die sich allmihlich geltend machende 
Drucksenkung ist wohl eine resorptive Wirkung. Diese Druckabnahme 
entsteht durch die erregbarkeitherabsetzende Wirkung des Alkohols auf 
das vasomotorische Zentrum und die Pulszunahme wohl durch Nachlassen 
des Vagustonus. Ist die verabreichte Menge eine ziemlich grosse, so 


nehmen Blutdruck und Pulstrequenz noch mehr ab, weshalb ausser der 


oben geschilderten Vasodilatation auch noch die herabgesetzte Arbeits- 


leistung des Herzens als am Druckabfall beteiligt angesehen werden 
muss. 

5. Falls Alkohol Tieren in den Darm oder subkutan gegeben wird, 
zeigen sich am Kreislauf dieselben Veriinderungen wie bei stomachaler 
Applikation. 

4. Bei intravendser Injektion konzentrierten Alkohols bei Tieren 
stellt sich Blutdrucksteigerung ein, welche aber nicht auf seiner resorp- 
tiven Wirkung beruht, sondern darauf, dass konzentrierter Weingeist 
durch seine Wirkung auf die Blutbeschaffenheit das Herz anregt und in 
grosser Menge Vasokonstriktion herbeifiihrt, mag er auch aufs Herz 
schidigend wirken. 

5. Die erwihnten Wirkungen auf Kaninchen machen sich auch 
bei denen mit gestértem Kreislauf geltend, nur mit graduellen Unter- 
schieden. 

6. Die giinstige Wirkung des Alkohols auf den Kreislauf riihrt 


wohl, da er in der Klinik per os gegeben wird, von der reflektorischen 
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Vasokonstriktion her. 

7. Viele Forscher haben bei Eintiithrung des Alkohols in die Blut- 
bahn der Tiere Blutdruckanstieg beobachtet und haben versacht, dadurch 
die giinstige therapeutische Wirkung zu erkliiren, aber sie ist von der 
resorptiven Wirkung, die nach oraler Verabreichung eintritt, ganz 
verschieden. 

8. Einige Forscher behaupten, dass nach ihren Untersuchungser- 
gebnissen verdiinnter Weingeist bei intravenéser Applikation blutdruck- 
senkend wirkt und keine giinstige therapeutische Wirkung entfaltet, was 
aber auch nicht richtig ist. 

















Influence of Haemorrhage upon the Glycogen Content 
of the Liver and Muscles of the Rabbit. 


By 
HIROSHI TACHI. 
aK #) 
(From the Physiological Laboratory of Prof. Y. Sataké, 


Tohoku Imperial University, Sendai.) 


In connection with the study of the mechanism of haemorrhage 
hyperglycaemia, the results of which were briefly presented before the Ja- 
panese Physiological Meetings at Sendai 1924 and at Mukden 1925 and 
will be fully reported in another place, I have estimated the glycogen con- 
tent of the liver and muscle of rabbits 1-2 hours after the haemorrhage. 
At that period the blood sugar level is usually the highest after the bleed- 
ing. 

Work done along in this field is very rare. In rabbits, the liver of 
which was isolated from the general circulation Schenck was unable to 
detect any increase of the blood sugar content subsequent to haemorrhage ; 
consequently he regarded the liver as the site of glycogenolysis following the 
bleeding, and thought it superfluous to delve into some other possibilities”. 

Fasting animals were also used for the study of the haemorrhage 
hyperglycaemia. In some days fasting rabbits hyperglycaemia of a re- 
latively small degree was called forth by bleeding.” 

Employing the micromethod for the determination of the blood sugar 
content, recent writers”” have observed a somewhat long latency and dura- 
tion of the haemorrhage hyperglycaemia. One of them observed two sum- 
mits in the blood sugar curve after bleeding, and would illustrate the 
second rise of the sugar level by an assumption of the sugar production 





1) Fr. Schenck, Pfliiger’s Arch., 1894, 57, 559 ff. 

2) Fr. Schenck (1), 563 f£.; F. Lewandowsky, Arch. f. Anat. u. Physiol., Physiol. 
Abt., 1901, 372. 

3) I. Bang, Blutzucker, 1913 Wiesbaden, 111 f. 

4) E. Hirsch, Biochem. Ztschr., 1915, 70, 203-206. 
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from other sources than the liver.” The second rise appeared 3-4 hours 
after bleeding. This opinion of his was formed from only a single experi- 
ment. In the two instances of another writer,” there was no trace of such 
a second rise. He collected blood samples from time to time during 4} 
hours after the last bleeding. 

From dogs of 15 to 18 kilos body weight, which had fasted 43 to 46 
days, 140 to 200 grms. of blood were taken; the blood sugar contents 1} 
hours after bleeding were far larger than those before bleeding, and in fact 
the former were roundly speaking three times the latter. At that time 


no glycogen was found in the liver.’ 


METHODs. 


Male and female rabbits of good nutrition were used. The feeding 
and treatment of the rabbits as well as all the methods and procedures 
employed in the present investigations were carried out as described in the 
foregoing papers from our Laboratory. The glycogen contents of the liver 
and Mm. sacrospinalis were determined by the Bierry-Gruzewska’s 
method. 

The glycogen contents of the liver and the muscle of the rabbit con- 
siderably vary with individuals, as is readily seen from an examination 
of the tables of Fujii.” In the present investigations, consequently, it was 
necessary to carry out a great number of experiments for each set of re- 
searches. For each set of researches six or more rabbits were employed, 
and they were selected that the average body weight would be about 1.8- 
1.9 kilos. 

The first, third and fifth sets experiments were performed on normal 
rabbits, respectively bilaterally and unilaterally splanchnectomized, and 
the blood samples were first drawn from the denervated ear vein of the 
rabbit while sitting in the large pen, then the animal was fixed on the table, 
the blood samples were again drawn from the ear vein, and the carotid 
artery on one side was laid bare. Then without special bleeding, contrary 
to the remaining sets of researches, the animal was laid free in the large 
pen, the blood samples were collected from time to time, and 14-2 hours 
after the operation it was killed by a blow on the neck. The rabbits of 
the remaining sets were treated as above mentioned, and moreover a cer- 
tain quantity of blood was drawn from the carotid artery before the animal 


5) Ch. E. Quinguaud, C. R. Soe. Biol., 1889, 41, 285. 
6) I. Fujii, Tohoku J. Exp. Med., 1924, 5, 405. 
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was freed from the fixing table, the second set of experiments being carried 
out on normal rabbits, the fourth and sixth on those previously bilaterally 
or unilaterally splanchnectomized. 

According to Meek and Gasser”, the average blood volume of the 
rabbit is 5.44 per cent of the body weight; roughly speaking about one 
eighteenth. From the body weight being calculated, two fifths of the 
total blood volume was drawn off in the three sets of experiments in the 
present investigations. 

So, the experiments of the first, third and fifth sets were performed as 
controls of the remainig sets. But, further, as another control we will 
quote here the mean values of the normal glycogen contents of the liver and 
Mm. sacrospinalis from the paper of Fujii®, who made use of the same 
procedures and experimented on a vast number of rabbits. The mean 
value of the body weight of 151 rabbits of Fujii was 1.86 kilos (2.6- 
1.3 kilos); liver weight 51 grms. (78-35 grms.) or 27.8 grms. per kilo of 
body weight; the glycogen content was 1.772 grms. (4.722—0.238 grms.) 
in total quantity, 3.526% (7.264-0.5422%), or 0.947 grm. (2.58-0.118 
grm.) per kilo of body weight; and the muscle glycogen content was 0.625 


% (1.444-0,163 2). 
EXPERIMENTAL RESULTS. 


The experimental results are summarized in Tables I-VI. 

To sum up the data: The weight of the liver and its ratio to the body 
weight did not undergo any change throughout the whole series of our 
experiments. Only the livers in the haemorrhage experiments were ob- 
viously tender and much fluid could be squeezed from them. 

The mean value of the total quantity of liver glycogen in the control 
experiments was 1.317 grms. for 14 normal rabbits, 1.559 grms. for 7 
bilaterally splanchnectomized, and 1.673 grms. for 14 unilaterally splanch- 
nectomized, or 2.892%, 3.22426 respectively 5.17992. Compared with the 
values of the normal rabbits of Fujii (1.772 grms. or 3.5262), the liver 
glycogen content in the control experiments on normal rabbits was a little 
smaller, whereas the values in the other control experiments did not ma- 
terially differ from those of the normal ones of Fujii. Being calculated 
on the body weight, they showed a smaller content of glycogen, though 
quite trifling. In reality they were per kilo of body weigt 0.715 grm. for 
the control normal rabbits, 0.815 grm. for the control doubly splanchnec- 


7) W.J. Meek and HS. Gasser, Am. J. Physiol., 1918(-19) 47, 316. 
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tomized, and 0.862 grm. for the control unilaterally splanchnectomized. 
That of the normal rabbits of Fujii was 0.927 grms. 

The muscle glycogen content was 0.477% for the first series of ex- 
periments, 0.512% for the third, and 0.534% for the fifth. That of the 
normal rabbits was 0.623%. They showed, therefore, the same tendency 
as the liver glycogen content. ’ 

Of control experiments, the normal as well as unilaterally splanchnec- 
tomized rabbits showed clearly operation hyperglycaemia, while the blood 
sugar level of the doubly splanchnectomized increased only a little. 

Severe bleeding, that is the bleeding of about two fifths of the total 
blood volnme, called forth a remarkable diminution of these values. The 
averages of the total quantity of the liver glycogen, its ratio to the liver 
weight and that to the body weight were 0.784 grm., 1.744% respectively 
0.418% for 13 normal rabbits, 1.529 grm., 2.555% respectively 0.711%, 
for 6 bilaterally splanchnectomized ones, and 0.839 grm., 1.64196 respec- 
tively 0.424% for 14 unilaterally splanchnectomized. The muscle glycogen 
content was 0.199% for the normal rabbits, 0.289% for the doubly sp- 
lanchnectomized, and 0.239% for the unilaterally splanchnectomized. 

Compared with the numbers of the control experiments, the liver 
glycogen content of the normal rabbits diminished by severe haemorrhage 
under half of the normal in the total quantity and near to half in the ratios 
to the liver or body weight. -The unilaterally splanchnectomized rabbits 
behaved just as the normal ones against the haemorrhage, i.e. the liver 
glycogen content became just half of the controls. 

On the contrary, the dissection of the splanchnic nerve on both sides 
greatly hindered the reduction of the liver glycogen due to severe haemor- 
rhage. The diminution was very small. That the average numbers in 
this set of experiments are not one whit less than those of the control ex- 
periments on normal rabbits may be only an accidental coincidence. 

In the normal as well as in the unilaterally splanchnectomized animals 
the glycogen content of the muscle underwent a considerable reduction. 
It became two fifths of the controls. Even in the doubly splanchectomiz- 
ed ones the diminution of the muscle glycogen was quite unmistakable, 
contrary to the liver glycogen, but the degree was somewhat inferior to the 
remaining sets of the bleeding experiments. 

The hyperglycaemia was remarkable in the normal as well as in the 
unilaterally splanchnectomized rabbits, while in the doubly splanchnecto- 
mized ones it was definitely detected, but only in a very small degree. 

Now it is well established, that the glycogen of the muscle is also 
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utilized in the haemorrhage hyperglycaemia, in addition to the glycogen 
in the liver. 

As will be illustrated in another paper, we have not yet been able to 
observe two summits of the blood sugar curve, following the bleeding, 
which were detected by Bang, and the blood sugar increase in the presnt 
investigations coincides in the time relation to the first increase in the curve 
of Bang. Simultaneously with this increase the diminution of glycogen 
not only of the liver but also of the muscle was definitely detected in the 
present investigations, whereas Bang looked to the liver glycogen as the 
only source of the first increase of blood sugar. At that time no experi- 
mental data supporting this view of his had been reported. 

Further, it is highly interesting to note that the haemorrhage is fol- 
lowed by a muscle glycogen diminishing to a somewhat high degree in the 
bilaterally splanchnectomized rabbits, the blood sugar content of which 
increases not so remarkably after bleeding and the glycogen content of the 


liver reduces only a little. 


SUMMARY. 


A severe haemorrhage, i.e. bleeding of about two fifths of the total 
blood volume, called forth a great diminution of the glycogen content of 
the liver and muscle, as over or to the half of the controls, in normal as 
well as in previously unilaterally splanchnectomized rabbits. 

In the previously bilaterally splanchnectomized rabbits, the severe 
haemorrhage occasioned a diminution of the glycogen content of the liver 
and muscle, but the former was reduced only a little, while the latter to a 
marked degree though somewhat inferior to the other sets of experiments. 














On the Fluctuation of the Blood Sugar and the 
Histological Changes of the Pancreas of 
Fowls fed on a Deficient Diet. 
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Imperial University, Sendai.) 


As was suggested by Funk and Schénborn”, Tasawa’ etc., the 
elevation of the blood sugar in avian deficiency disease is a most important 
discovery, though the importance of this fact has not been realized until 
recently. Ogata’ and his co-workers performed an extended series of 
experiments concerning this question and obtained very peculiar and con- 
stant changes in the blood sugar. According to them hyperglycemia was 
noticed when fowls or pigeons were fed on polished rice or carbohydrates. 
They pointed out further, as one of the most notable histological changes, 
the atrophy of the pancreas and prominent hypertrophy and increase of the 
islets of Langerhans, thus bringing forward strong evidence in favour 
of the assumption that the islets of Langerhans are closely related to 
carbohydrate metabolism. 

Considered from the biclogical point of view, this parallelism may 
afford an explanation of carbohydrate metabolism, for an intimate relation- 
ship of a deficiency disease to glands of internal secretion is now well known. 
However, a division of opinion is sometimes found in the literature as to 
the existence of pronounced hypertrophy and increase of the islets of 
Langerhans in avian deficiency disease. 

Funk and Douglas” found no change in the islets of Langerhans, 
while McCarrison, in his illuminating works on the pathogenesis of 
deficiency disease of pigeons, wrote in connection with the islets in the 
following terms: “T have been unable to satisfy myself that the islets of 
Iangerhans are more prominent in the pancreas from cases of avian 
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beriberi than in health, although the state of chronic inanition which 
accompanies this malady could lead one to expect a greater prominence of 
islets.” 

In view of these diametrically divergent opinions expressed by certain 
authors and of a generally recognized close relation existing between the 
islets of Langerhans and carbohydrate metabolism, we have attempted 
to investigate this question. The main object of this inquiry is to prove 
definitely the effects of a deficient diet upon the blood sugar and histological 


changes of the pancreas, which are not devoid of interest. 


ARRANGEMENT OF THE EXPERIMENT. 


For this purpose only mature, well nourished domestic fowls were 
employed. Previous to experiments the fowls had been kept in our labora- 
tory for a few days, in order to estimate the blood sugar of the animals on 
a normal diet. During the experiments care was taken, as much as possi- 
ble, to keep all the fowls in the same condition. Blood samples were 
taken usually from the wing vein of the fowls 30 minutes before feeding in 
each experiment, its blood sugar being determined by following the method 
of Bang. After a few days’ observations of the general conditions and the 
blood sugar on a normal dict, the fowls were fed on a diet of polished milled 
rice, 60-100 grms. daily. In addition to this a measured amount of water 
was given. After the lapse of a definite time the fowls did not take food 
voluntarily, so that milled rice was given to the animals by means of a 
stomach tube. At definite intervals after the feeding the fowls were killed, 


the fowls examined being eleven in all. 


THE HistoLocicAL CHANGES IN THE PANCREAS. 


As to the change of the pancreas Funk and Douglas” found that 
the pancreas of pigeons suffering from the disease was greatly diminished 
in size and in the majority of cases there is no change to the naked eye. 
In one case, however, they discovered the posterior portion of the pancreas 
was dark brown in colour, which was microscopically quite necrotic. Ac- 
cording to McCarrison” an exclusive diet of milled and autoclaved rice 
gives rise in pigeon to atrophic and congestive changes in the pancreas. 
He reported further a similar finding in the pancreas of monkeys. Ogata‘ 
observed a marked turbidity and atrophy of the pancreas. Microscopically 
its turbid state was found to be due to the accumulation of zymogen gran- 
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ules. In the pancreas of mice on a deficient diet Hayashi indicated 
also the atrophic changes and the necrotic part of the pancreas. In our 
experiments the pancreas was fixed in Helly’s fluid or chrom-sublimate- 
alcohol and stained with Bensley’s, Mallory’s, hematoxylin-eosin and 
van Gieson’s methods. 

In the following experiments changes seen by the naked eye together 


with microscopical findings in each case are given. 


Experiment I. 


Fowl, 2 1320 grms., at the time of death 1210 grms. Three days on a normal diet. 
From about the 15th day after the feeding the fow] did not take food voluntarily. On the 
22nd day it died, without revealing any neuritic symptoms. It was dissected at once. 

The blood sugar on a normal diet 0.154% ; on the 2nd day after the 
feeding 0.208%; on the 7th day 0.177%; on the 14th day 0.140% ; on 
the 17th day 0.141% ; on the 20th day 0.163% ; on the 22th day 0.120%. 

Pancreas. 2.1 grms. The pancreas was generally turbid and there 
were abundant irregularly shaped yellowish spots scattered throughout the 
surface of the pancreas. Microscopically small groups of alveolar cells were 
more irregular in outline and more indefinite in staining character; some- 
times, however, alveolar cells are far larger than the other, very clear and 
acidophile in staining character. 

These seemingly enlarged cells contained a large amount of zymogen- 
granules and these parts of the tissue correspond precisely to the yellowish 
spots on the surface of the pancreas macroscopically observed. Some alve- 
olar cells contained vacuoles and the appearance of vacuoles in the alveolar 
cells was usually limited to small groups of cells or sometimes larger areas 
of cells were involved. The vacuoles were found in the basal part of the 
cells, so that nuclei were very often displaced to another side of the cells. 
The nuclei were sometimes irregular in shape, sometimes they disappeared. 

The islets of Langerhans were partially disintegrated, the cells 
composing an islet were not of regular columnar shape. Granules in the 


cell-bodies were distinct and well stained, no vacuoles. 


Experiment IT. 


Fowl, 2 1500 grms., at the time of death 1300 grms. Three days on normal diet. From 
the 13rd day the animal did not take food voluntarily; on the 24th day neuritic symptoms 
appeared. Died on the 30th day of the experiment. 


The fluctuation of the blood sugar is given in the Fig. I. 
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Blood sugar in % 


Pancreas. 1.7 grms. Pale and yellowish in colour and turbid. Abun- 
dantgreyish yellow spots were distributed on the whole surface of the pancreas. 
Microscopically the blood capillaries were much distended, alveolar cells were 
normally arranged, rich in zymogen granules. Occasionally, in limited 
areas we found vacuoles in the alveolar cells, which appeared very clear in 
staining character, its nuclei were of normal shape, sometimes irregular in 
shape. The islets of Langerhans were sharply outlined and well pre- 
served. The ducts were generally dilated, filled with homogenous co- 
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agutlated substance, the epithelium of which was normally shaped, though 
in larger ducts there was observable a small number of vacuoles. Neither 
infiltration of round cells nor increase of fibrous tissue. Congestion was 


not present ; centroacinar cells revealed no change. 


Experiment III. 


Fowl, ¢, 1499 grms., at the time of death 1420 grms. Three days on a normal diet. 
From the 9th day of the experiment the fowl] did not take food voluntarily. Killed on the 


22nd day. No neuritic symptom had appeared. 


The blood sugar on a normal diet : 0.14124; on the second day of the 
feeding: 0.214% ; on the 7th day: 0.17924; on the 14th day: 0.18024; on 
the 22nd day: 0.173%. 

Pancreas. 2.0 grms. To the naked eye the pancreas appeared yel- 
lowish grey in colour, abundant pale yellow spots were scattered through- 


out the tissue. WVacuoles were found in alveolar cells very abundant. 


Vacuoles had a bright appearance which resembled fat vacuoles. Cells in 
various part of the pancreas underwent a form of disintegration in which 
their cytoplasma became pale and was scarce in basophile substance, so that 
in low power of microscope there were scattered many pale areas. The 
nuclei in this disintegrated areas appeared irregular in shape, though the 
cell membrane was clearly defined. On account of the accumulation of 
bright vacuoles affected areas appeared shrunken, while in other places the 
alveolar cells were rich in zymogen granules and well structured. The 
islets of Langerhans and centroacinous cells were sharply distinguishable 
from the alveolar cells and quite normal. The ducts were to a great extent 
dilatated, filled with homogenous substance. No congestion, no increase of 


the interstitial tissue. 
Experiment LV. 


Fowl, 2 1700 grms., at the time of death 1520 grms. 
Two days on a normal diet. On the 14th day neuritic symptoms were very manifest. 
On the 15th day it died and was dissected at once. The variation of the blood sugar is 
given in Fig. I. 
Pancreas. 2 grms. It is turbid, yellowish grey in colour, many small 
spots were scattered throughout the tissue. 


Microscopical findings were similar to Experiment IIT. 
Micr l finding lar to F 


Experiment VY. 


Fowl, = 1900 grms., at the time of death 1410 grms. 
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Two days on a normal diet; three days fasting. On the 14th day neuritic symptoms 
were very apparent. On the 15th day it was killed. The variation of the blood sugar is 
given in Fig. I. 

Pancreas. 1.8 grms. To the naked eye the pancreas appeared to be 
very turbid, many yellowish grey spots were distributed on the whole sur- 
face of the organ. 

Microscopically only a few alveolar cells in a localized area were en- 
countered, which contained small vacuoles. Otherwise no change was 


observed. 
Experiment VI. 


Fowl, ? 1210 grms., at the time of death 1087 grms. 
One day on a normal diet. On the 18th day the blood sugar was elevated up to 0.275 
% without any neuritic symptoms. On the 19th day the fow] was killed. 

The blood sugar on a normal diet: 0.176% ; on the second day of the 
feeding: 0.164% ; on the 9th day: 0.187% ; on the 12th day: 0.172% ; on 
the 18th day: 0.295%. 

Pancreas. 1.7 grms. The appearance to the naked eye was similar 


to Experiment VY. Microscopically no change was observed. 


Experiment VII. 


Fowl, 2 1290 grms., at the time of death 1220 grms. 
One day on a normal diet. On the 15th day neuritic symptoms were observed and 
the fowl was killed at once. 

The blood sugar on a normal diet: 0.193% ; on the second day of the 
feeding: 0.172% ; on the 9th day: 0,190% ; on the 12th day: 0.1902; on 
the 15th day: 0.211%. 

Pancreas. 1.5 grms., greyish yellow in colour, many light yellow 
spots were seen op the surface of the organ. 

In a minority of the alveolar cells marked vacuolation was observed. 
The vacuolation was scattered singly or in groups of more than ten cells. 
Where the vacuolation was very marked the alveolar cells were shrunken 
into various shapes and partially emptied of zymogen granules, while on 
other parts of the organ the alveolar cells were well preserved, rich in 
zymogen granules and centroacinous cells were also distinct. 

The islets of Langerhans were distinctly distinguishable and under 
the special granule stain the cells contained oxiphile granules, but a small 
amount of basophile granules. In certain places of the islets vacuoles in 


the shape of droplets were found especially at the periphery of the islets. 
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‘There was no connective tissue reaction. Blood capillaries and duct systems 
] ) 


were normal in all respects. 


Experiment VIII. 
Fowl, ° 1770 grms., at the time of death 1520 grms. 
One day on a normal diet. On the 17th day typical neuritic symptoms appeared and 
the fow] was killed at once. 

The blood sugar on a normal diet: 0.264% ; on the second day of the 
feeding: 0.180% ; on the 9th day: 0.15724; on the 13rd day: 0.208 24; on 
the 16th day: 0.1912 ; on the 18th day: 0.512%, 

Pancreas. 1.8 grms., yellow in colour, turbid, many relatively large 
spots were scattered all over the tissue. 

Microscopically alveolar cells were normal in appearance, no vacuoles 
were observed. The islets of Langerhans were sharply outlined, in 
which sometimes a scanty amount of vacuoles were. present, though the 
vacuolation was present in a far less degree than in Experiment VIT. 


The ducts and centroacinous cells were normal. 


Experiment IX. 


Fowl, 5 2025 grms., at the time of death 2000 grms. 
One day on a normal diet. The fowl died on the 12th day of the experiment, without 
any noticeable neuritic symptoms. 

The blood sugar on a normal diet: 0,151 ; on the second day of the 
feeding: 0.162% ; on the 7th day: 0.146% ; on the 10th day: 0.172% ; on 
the 13th day: 0.141%. 

Pancreas, 2 grms., pale yellow in colour and lightly turbid and many 
greyish yellow spots were found on the surface of the tissue. Micro- 
scopically small vacuoles were found in the alveolar cells, which were usual- 


ly limited to single cell. Otherwise no marked changes were found. 


Experiment X. 


Fowl, 5 2500 grms., at the time of death 2230 grms. 
One day on a normal diet. On the 13th day of the experiment the fowl was found 
dead. It was dissected at once. Intra vitam no neuritic symptom was observed. 


The blood sugar on a normal diet: 0.140% ; on the second day : 
0.135% ; on the 7th day: 0.1492 ; on the 10th day: 0.136%; on the 
14th day : 0.159. 


Pancreas. 2 grms., yellowish grey, turbid, small spots on the surface 


of the pancreas. 
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Alveolar cells were generally irregular in shape; in some places they 
are very large, filled with zymogen granules, while in other places they 
were distinctly reduced in size, shrunken into duct-like structures and very 
scarce in granules. A scanty amount of vacuoles was sometimes found in 


the alveolar cells. In the islets of Langerhans no change was observed. 


Experiment XI. 


Fowl, 4 2050 grms., at the time of death 1620 grms. 
Two days on a normal diet. On the 13th day the fowl was killed, though no neuritic 
symptoms were observed. 
The blood sugar on a normal diet: 0.165 
feeding: 0.17994 ; on the 6th day: 0.16524 ; on the 9th day: 0.188% ; on 
the 15th day: 0.2652. 


Pancreas. 2 ¢rms. Turbid, yellowish grey; many yellowish white 


294; on the 2nd day of the 


spots were scattered throughout the tissue. 


Microscopically no alteration was found. 
x r 


So far as these experimets are concerned, the histological findings of 
the pancreas are both indefinite and inconstant. As may be seen from the 
descriptions, the pancreas appears very turbid to the naked eye. In most 
cases abundant yellowish grey spots are also seen scattered throughout the 
tissue. Careful observations reveal that these spots correspond precisely 
to the areas of the pancreas, in which zymogen garanules are richly ac- 
cumulated. There are neither inflammatory areas nor increase of fibrous 
tissuse. Vacuolations and disintegration of alveolar cells are histologically 
frequently found. These changes are, however, related neither to the in- 
tensity of the symptoms nor to the hyperglycemia observed. As for ex- 
ample, in Experiment V neuritic symptoms were very manifest and the 
blood sugar increased up to 0.325%, and yet, only slight vacuoles were 
seen in certain limited areas of the pancreas; in Experiment I, we noticed, 
on the contrary, a marked vacuolation of alveolar cells, although the rise 
of the blood sugar and neuritic symptoms failed to appear. 

Concerning the islets of Langerhans, they were generally sharply 
distinguishable, without demonstrating any noticeable microscopical changes. 
In some few cases a slight vacuolation in the islets was seen. 

Thus it would appear that there are practically no marked changes 
in the islets of Langerhans, while alveolar cells are always more or less 


atrophied. 
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ON THE QUANTITATIVE CHANGES IN THE ISLETS 
OF LANGERHANS. 


Concerning the islets of Langerhans in a deficiency disease, as was 
described elsewhere, the results of various authors are still divided. Ac- 
cording to Segawa” the histological changes in the islets are both in- 
constant and indefinite, while, on the contrary, Ogata” and his co-wokers 
observed a marked increase of the islets of Langerhans. On the basis 
of their observations Ogata approved the balance theory of Laguesse 
to some extent, provided the islets increase through metaplasia of centro- 
acinous cells. Kawakita, Kagoshima, ete.” have reported similar 
quantitative changes in the islets of Langerhans of dogs, rabbits and mon- 
keys fed on a deficient diet, while Murata” Hayashi” could not demon- 
strate any changes in the islets of Langerhans. In view of these con- 
siderations it was found desirable not only to investigate the histological 
changes, but to examine the variation in the number and size of islets of 
Langerhans. 

By reason of this, attention was paid to the quantitative changes in 
the islets of Langerhans of the fowls in these sets of experiments. The 
counts of the islets were made following the method of Seyfarth. By 
means of an object-micrometer the diameter of a visual field was first de- 
termined. Thereupon its dimension was estimated after the formula zr’. 
Its square measure having been known, as many visual fields as were 
equal to 50 qmm. of area were counted. At the same time measurements 
of the diameters of 20 islets were made. 

It is well known that the comparative number and size of the islets 
of Langerhans in different individuals of the same species and in dif- 
ferent parts of the pancreas vary within wide limits. As to the fowl 
Renaut, Kraus pointed out that the islets of Langerhans in the dorsal 
small lobe of this gland are particularly large and well developed. In 
most experiments, however, this singular aspect of the islets apparently 
has not been given sufficient weight and many authors have come to entirely 
misleading conclusions. We have therefore examined the size and number 
of the islets in the small lobe and other portions separately. Samples of 
the pancreas were taken from the corresponding portions of these glands. 
The following table gives the number and size of ths islets found in a five 
square millimeter section about ten microns thick taken from the dorsal 


uml ventral portions of the pancreases of four normal fowls. 
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TABLE I. 
| . | wy ° . . 
The lobe Number of | Diameter of | Diameter of The average 
No. Sex of the islets in the largest | the smallest | diameter of 
| ‘pancreas 50 qmm. islet in vp islet in v 20 islets 
, | Dorsal 1. 91 323 10 120 
Ventral }. | 55 113 23 39 
} 
II Dorsal 1. 189 33 27 79 
Ventral 1. 57 79 22 7 
iI Dorsal 1. | 147 473 3! 127 
Ventral 1. 48 117 23 31 
IV Dorsal 1. 177 183 7 101 
Ventral 1. 85 98 32 67 


In this series of 4 fowls the small dorsal lobe shows not only definitely 


the highest average content of islets but also they are very large, while in 


other lobes the islets are much smaller in size and more sparsely scattered. 


With regard to the animals experimented on the following figures 


were obtained. 


‘TABLE 


II. 





'Z 


III. 


IV. 


VIl. 


Vill. 


The lobe of 


the pancreas 


Dorsal 1. 
Ventral 1. 


Dorsal 1. 
Ventral 1. 


Dorsal 1. 
Ventral 1. 
Dorsal 1. 
Ventral 1. 


Dorsal 1. | 
1. 


Ventral 


Dorsal 1. 
Ventral 1. 


Dorsal 1. 
Ventral |. 


Dorsal 1. 
Ventral 1. 


Numbers of 
islets in 
50 qmm. 


136 
80 


70 


26 


159 
70 


182 
56 


200 
61 


184 


65 


159 
93 


Diameter of 
the largest 
islet in uv 
257 
io 
225 


68 


285 
56 


280 
60 


145 


2h 


| 
| 
| 
} 


| 


| 
Diameter of | 
| 

the smallest | 
islet in uv 

| 

| 


19 
| 


23 | 
is | 
15 
10 


Average 
diameter of 
20 is’ets 


99 
43 


138 


26 


220 
CS sad 


97 


29 


157 


40 


87 


26 


125 


137 
” 
24 
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N Ts iamete Jiamete Average 
n | ‘The lobe of Numbers of | Diameter of Diameter of Ave rage 
No. Pe naa islets in the largest | the smallest diameter of 

| — 50 qmm. islet in v. islet in p 20 islets 

1X Dorsal 1. 194 105 10 105 
ats Ventral 1. 61 | 40 15 30 
x Dorsal 1 190 215 16 | 129 
Sim Ventral |. 80 38 10 28 
xz. | Dorsal 1. 125 200 40 101 
— 7 Ventral |. 63 40 15 40 


As Tables I & II show, the number of islets does not appreciably dif- 
fer in healthy and diseased fowls and there is no indication in these cases 
of an increase in the number of islets as the result of the deficient diet. It 
shows only the normal range of variation in the fowl. Accordingly the 
counts and measurements thus far obtained are clearly in opposition to 
the claims of Ogata that the number of islets increases on a deficient diet. 


THE CHANGES IN THE Boop SuGar. 


Of all the changes occuring in the blood of the animals experimented 
upon the variation of the blood sugar content may be one of the greatest 
importance. Funk and Schénborn” in 1914 found that pigeons kept 
on vitamine free diet have a tendency of hyperglycemia with diminution 
of the glycogen of the liver. ‘Tasawa” found a slight increase of the blood 
sugar in fowls fed on a diet of polished rice. Ogata” indicated that the 
blood sugar in the avian deficiency disease caused chiefly by feeding with 
polished rice, increases considerably a few days after the experiment, fol- 
lowed by a gradual decrease, if not below the normal content, and finally 
in a late stage of the disease marked hyperglycemia is observed. 

According to his determination the blood sugar of the normal fowl is 
found to be 0.169 % on an average, the highest 0.229 24, the lowest 0.152%. 
We examined the blood sugar of our eleven fowls with the following 


results : 


Taste III. 





I. II. Iil. rv. Wa VI. VIN. | VIII. | IX. X. XI. 


0.154 | 0.158° 0.141 | 0.227 | 0.157 | 0.150 | 0.176 | 0.168 | 0.126 | 0.158 | 0.152 
0.157 | 0.165 | 0.155 | 0.207 | 0.156 0.176 | 0.193 | 0.264 | 0.131 | 0.141 | 0.152 
0.137 | 0.133) 0.141) 0.192 |) 0.143 
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It may be seen from this table that the averge value of the blood 
sugar of eleven fowls is 0.1622,, the highest 0.26424, the lowest 0.1262;. 
These figures obtained coincide fairly well with those which were found 
by Ogata. 

With regard to the variation of the blood sugar Ogata noticed a 
slight increase of it a few days after the feeding, which he interpreted as 
due possibly to an alimentary hyperglycemia. In view of the results 
obtained by Ogata, we investigated the change of the blood sugar after 
the feeding, with great care. In 5 out of our eleven fowls the blood sugar 
is increased distinctly on the first or second day of feeding, i.e. it is increased 
in half of the cases, but these results seem not to be a constant variation, 
for in other 6 cases the value of the blood sugar is rather decreased. In 
our estimations the average value of the blood sugar on the second day of 
feeding is 0.15525, highest 0.21494, the lowest 0.13524, not differing 
greatly from that on normal diet. 

As regard this our experiment tends to show that, although there 
may be some exceptions, the rise of the blood sugar is not always observed 
a few days after the feeding. On account of the individual variation the 
comparison of the blood sugar cannot be interpreted without difficulty 
from these figures obtained. But, looking at the average values before 
and after the feeding and making a careful survey of the value of each 
case, the difference of the figures is so small, that we could not find con- 
clusive evidence to justify Ogata’s results completely, though it might be 
true in part. 

The most prominent feature of the blood sugar, as Ogata clearly 
indicates, is a decided increase of the blood sugar in the late stage of the 
disease. In our experiments two fowls were killed before the blood sugar 
was increased (Exps. I and 1X), so that in this series the value of the blood 
sugar was disregarded, though it was slightly increased. In nine out of 
eleven cases the blood sugar is actually increased, the mean value of 
which is 0.310%, the highest 0.53524, the lowest 0.15994. The curves 
of the fluctuations of the blood sugar of a few typical cases are given in 
Fig. I. 

Comparing the value of the blood sugar before and after the experi- 
ments it is found that the blood sugar in the later stage is distinctly greater 
than that before the experiment. So judging from the figures obtained 
it would appear that the deficient diet gives rise to a rapid increase of the 
blood sugar in the later stage of the disease. These results are in complete 


agreement with those of Ogata. « The hyperglycemic condition in the 
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later period is called by him “ pre-neuritic or hyperglycemic stadium” and 
he is further of the opinion that this hyperglycemic condition is an indi- 
eative of a deficiency disease, even though the clinical symptoms do not 
accompany it. 

Taking the variation of the blood sugar of the fowls during the ex- 
periments that have been described into account, it may be presumed that 
? 


this “hyperglycemic stadium” is the most interesting finding supporting 
: | 


the view expressed by Ogata. 


CONCLUSION. 


A diet of polished milled rice certainly gives rise in fowls to hyper- 
glycemia; this hyperlycemia is both constant and definite in a late period 
of the deficiency. The increase of the blood sugar immediately after 
the feeding is, however, inconstant, though in half of the cases a slight 
increase of the blood sugar was noticed. 

Varying degrees of vacuolation are frequently found in alveolar cells, 
showing evidence of necrobiosis, but the appearance of vacuoles varies in 
each case within fairly wide limits and is not related to the symptoms and 
hyperglycemia observed. 

We could not indicate evidences of a hypertrophy and increase of the 
islets of Langerhans in our experiments. The islets of Langerhans 
of fowls on polished rice appear not to differ histologically from normal, 
although in some few cases a slight vacuolation to a smaller proportion of 
cells was noticed. In considering these results we may assume that the 


increase in the number of islets is not induced by a diet of polished rice. 
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INTRODUCTION AND REFERENCES. 


Our knowledge of the vegetative nervous system in relation to nit- 
regenous metabolism is not so clear as that of the carbohydrate exchange. 
Underhill and Closson” and Eppinger, Falta and Rudinger® saw 
that if adrenaline is injected into fasting animals the elimination of nit- 
rogenous substances increases, while Kraus and Hirsch” and Guerst' 
could observe no significant change in the excretion of nitrogenous sub- 
stances by the adrenaline administration. Falta”, Yanagawa”, Pohl, 
and Strausky* noted an increase in the output of allantoine and uric acid 
after the adrenaline injection; according to Falta the increase of allantoine 
elimination is based on adrenaline leucocytosis. On the other hand, Mi- 
chaelis”, observing a significantly increased excretion of uric acid, when 
a diabetic puncture was made in a rabbit, called it “uric acid puncture.” 
According to the experiments of Dresel and Ullmann”, in rabbits caffeine 
causes glycosuria accompanied by increased allantoine elimination, while in 
splanchnectomized rabbits these phenomena can not be seen. Yanagawa 
also observed increased output of allantoine during the excitation of the nerv- 
ous centres through caffeine, piqfre or asphyxia. Krauss and Oster- 
reicher" have asserted that at the same time that the blood pressure is rais- 
ed through an adrenaline injection, the excretion of uric acid decreases while 
that of urea increases, the former being augmented after the fall of the blood 
pressure. Basing their opinion on these facts, they infer that the rise of 
blood pressure through adrenaline has some connection with the accumula- 
tion of uric acid in the blood. Contrary to this, Harpuder™ pointed out 
an error in Krauss’ experiments stating that the suprarenine influence 
upon purine exchange is very slight and indefinite, and that purine elimi- 


nation is lessened by ergotamine while the influence of atropine and pilo- 


1) Underhill'and Closson, Americ. Journ. Physiol., 1907, 2, 119. 

2) Eppinger, Falta and Rudinger, Zeitschr. f. klin. Med., 1908, 66, 1. 

3) Kraus and Hirsch, Berl. klin. Wochenschr., 1908, 38. 

4) Guerst, Zeitschr. f. exp. Pathol. u. Therap., 1908, 5, 43. 

5) Falta, Zeitschr. f. exp. Pathol. u. Therap., 1914, 15, 356. 

6) Yanagawa, Tokyo-Igakkwai-Zasshi, 1916, 30, 835 (Jap.). 

7) Pohl, Biochem. Zeitschr., 1917, 78, 200. 

8) Stausky, ibid., 1923, 133, 434. 

9) Michaelis, Zeitschr. f. exp. Pathol. u. Therap., 1913, 14, 255. 

10) Dresel and Ullmann, Zeitschr. f. ges. exp. Med., 1921, 24, 214. 

11) Krauss and Osterreicher, Verhandl. d. Deut. Gesellsch. f. inn. Med., 1922, 
34, 150. 

12) Harpuder, Zeitschr. f. ges. exp. Med., 1924, 42, 1. 
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carpine is uncertain. According to Rosenbloom and Weinberg", the 
intraperitoneal injection of adrenaline has no effect upon the urea excretion. 
Further, A bl’? observed a decrease of uric acid excretion through atro- 
pine, on the contrary, Marés'” an increase through pilocarpine, while 
Strausky asserted that neither pilocarpine nor atropine give any definite 
change to a rabbit’s excretion of allantoine. 

Marshall and Davis™ demonstrated a retention of urea in the blood 
after the removal of the suprarenals from a rabbit, and the experiments of 
Addis and others," have shown that certain doses of adrenaline increase 
the urea excretion, but decrease the blood urea content. Quinquaud™ 
noticed by electrically stimulating the splanchnics of a dog which was an- 
aesthetized with chloral, for a minute, once every ten minutes, extending 
over a period of an hour, an increase of the blood urea-nitrogen content of 
about 50%. Dubois and Polonovski"™ found in a dog fed on a large 
quantity of meat and bread for three days, that the urea-nitrogen in the blood 
obtained from its femoral artery showed an increase of over 50% two hours 
after an adrenaline injection, while in animals fed on bread alone the increase 
of urea was comparatively small. Similar results were obtained with rabbits. 

We see thus, that the observations of the authors have very little in 
agreement and that their methods of experiment are also open to question. 
The experiments I intend to describe here below are to make clear what in- 
fluence the excitation or paralysis of the vegetative nervous system would 
excercise on the urea and the residual nitrogen content of the blood. These 
experiments were carried out by electrically stmulating the vagus or sympa- 
thetics of, or by administering pilocarpine, choline, atropine and adrena- 


line to rabbits. 


I. THe INFLUENCE OF THE PARASYMPATHETICS ON THE 
Bioop UREA-NITROGEN CONCENTRATION. 


1. The Effect of the Stimulation of the Peripheral Vagus Stump 
upon the Blood Urea-Nitrogen Concentration. 


It was desirous first to investigate the effect of the vagus stimulation 
upon the blood urea or the residual nitrogen concentration, since there are 


13) Rosenbloom and Weinberg, Proc. Soc. Exp. Biol., New York, 1911, 81, 130. 
14) Abl, Schmiedeberg’s Arch., 1913, 75, 117. 

15) Marés, Pfliiger’s Arch., 1910, 134, 59. 

16) Marshall and Davis, Journ. Pharmacol. & Exp. Ther., 1913, 8, 525. 

17) Addis, Barnett and Shevky, Americ. Journ. Physiol., 1918, 46, 39 & 52. 
18) Quinquaud, Cpt. rend. d. soc. biol., 1923, 88, 1242. 

19) Dubois and Polonovski, Cpt. rend. d. soc. biol., 1924, 91, 293. 
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As given in Part I, 


practically no experiments of this kind on record. 
the rabbits were fastened tight on their backs on boards provided 
with electrical warming outfits. In Exps. I and II, the cervical vagi 
were cut on both sides; to the peripheral stump of one side a sling was at- 
tatched, the exposed division of the nerve being protected with a piece of 
cotton cloth soaked in warmed Ringer’s solution. The stimulation was 


made with an induction coil connected with a 2-volt accumulator. 























Exp. I. October 25,1922. Rabbit 6. Body weight 1.9 kilos. 
Time t rea-N | Remarks 
(mgrm. %) 
_ = ——_—__— eee 
10° Tied up, operated. 
11% | Operation finished. 
12% 18.9 
1236-124 | Peripheral vagus stimulation, coil distance 20 cms. 
1” 29.4 
1 25.9 
20 25.9 
289 22.4 
200 18.2 
Exp. II. September 21, 1923. Rabbit 6. Body weight 1.6 kilos. 
e | or - = 
Time a Urea N Non-prote = N Remarks 
| (mgrm. %) (mgrm. %) 
— — : ELA é 
1048 Tied up, operated. 
105! Operation finished. 
11° 21.7 | 37. 
11°1-11% Peripheral vagus stimulation, 
coil distance 20 cms. 
11% 34.3 49.0 | 
12% 35.0 49.7 
1% 29.4 45.4 
255 | 26.6 42.0 


In Exp. I, when the cervical vagi were cut off on both sides and the right side peri- 
pheral stump was stifnulated, the urea-nitrogen content of the arterial blood showed an 
increase of 5624 in 20 minutes. Then gradually reducing, in 2 hours and 20 minutes after 
the stimulation it was restored to its original value. Exp. II showed an increase of 5874 of 
urea-nitrogen concentration 10 minutes after the stimulation which remained at the same 
height for an hour and though commencing to decrease, did not attain its original value 
even when 3 hours had passed after the stimulation, also the non-protein nitrogen under- 
going the same change as the urea-nitrogen, showing therefore no change in its amino-acid 
fraction. That is to say, that the greater part of the residual nitrogen increase was due to 
urea-nitrogen increase. 

Thus, when the peripheral stump of the cervical vagus is stimulated, 
the urea-nitrogen content of the blood is strikingly increased, and with it 


the total non-protein nitrogen is also increased. Further, in order to see 
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the effect of stimulation of the peripheral division of the vagus, at the 
point where the thoracic vagi penetrate through the diaphragm, upon the 
blood urea-nitrogen content, I stimulated the abdominal vagi at the wall 
of the oesophagus direct below the diaphragm. The epigastrial portion of 
the abdomen was incised and the vagi were severed along the wall of the 
oesophagus, a sling being attatched to it. Since the vagus stimulation can 
be followed by augmented intestinal movement which may interrupt the 
stimultion at definite periods or give rise to some unpleasant incidents, I 
sutured the gastric wall in the portion of its large curvature to the ab- 
dominal wall so that the intestines might not come above the stomach. 
During the procedure the liver was carefully kept warm. 


Exp. III. September 23, 1923. Rabbit 2. Body weight 1.5 kilos. 

















. Urea-N Non-protein-N ; 
Time (mgrm. %) | (mgrm. %) Remarks 

g# | | | Tied up, operated. 
10% | Operation finished. 
17 19.6 37.8 

1116-11” | Peripheral vagus stimulation, 
| coil distance 20 cms. 

112 26.6 47.6 

12” 30.8 54.6 

1” 29.4 52.5 

270 | 27.2 | 50.4 

Exp. IV. October 27,1922. Rabbit 4. Body weight 1.6 kilos. 
Time U rea-N : Remarks 
(mgrm. %) 

0” | Tied up, operated. 

1» | Operation finished. 

23 20.3 
241-2 | Peripheral vagus stimulation, coil distance 20 cms. 

30 28.7 

4” 28.0 | 

00 22.4 


In Exp. III, 12 minutes after the stimulation, the blood urea-nitrogen content in- 
creased about 3522, and an hour later it further increased becoming about 5722. Then 
though it showed signs of gradual decrease it failed to come to its original value even in 3 
hours. The increasing percentage of the total residual nitrogen went on parallel with that 
of the urea-nitrogen, thus the amino-acid fraction made only a slight change. In Exp. 
IV too, the blood urea-nitrogen, which increased about 4122 in 15 minutes after the stimu- 
lation, did not return to its original value even after over 2 hours had passed. 

In an another experiment similarly treated, the blood urea-nitrogen content showed 
an increase from 18.9 mgrm. 2% to 25.2 mgrm. % by five minutes’ stimulation with a coil 
distance of 20 cms. after five minutes, and in stil] another experiment, in which the cervical 
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vagus was stimulated for 5 minutes with a coil distance of 30 cms., the urea-nitrogen con- 
tent of the blood increased from its original value of 24.9 mgrm. 22 to 35.4 mgrm. 2 in 10 
minutes after the stimulation, amounting to 41.8 mgrm. 22 40 minutes later. The second 
stimulation (coil distance 20 ems., duration five minutes) applied 55 minutes after the Ist, 
lifted it to 44.1 mgrm. 22 after five minutes, and to 48.1 mgrm. 2% thirty five minutes later, 
an amount almost twice as great as the original value. 

We see then that the blood urea-nitrogen content increases most strik- 
ingly when the peripheral stump of the vagus is stimulated at the cervi- 
cal or abdominal division. Since the rate of increase is not much different 
whether the neck or abdomen division is stimulated, it may be presumed 
that the stimulation of the peripheral stump of the cervical vagus, when the 
abdominal vagus is previously severed, gives rise to no change in the blood 
urea-nitrogen content. This was really ascertained in the following ex- 


periments. 


Exp. V. November 10, 1921. Rabbit ¢. Body weight 2.0 kilos. 








a Urea-N 
Time a Remarks 
| (mgrm. 2% 
270 Tied up, under slight ether anaesthesia, abdominal 
and cervical yagi on both sides severed, cannula 
inserted into femoral artery. 
_ | Operation finished. 
oY 30.1 
Si | Peripheral stump of cervical vagus stimulated, 
coil distance 20 ems. 
40 29.4 
4% | 29.4 
5 29.4 
Exp. VI. November 22, 1922. Rabbit 6. Body weight 1.9 kilos. 
we Urea-N 
Time Remarks 
(mgrm. 7.) 
11 Tied up, operated. 
11° , Operation finished. 
12°" 25.9 
12%-12% Peripheral stump of cervical vagus stimulated, 
coil distance 20 ems. 
1255 26.6 
13 | 25.9 
Pa 25.9 
3 95.2 


In Exps. V & VI, in which the vagus was previously cut in the abdomen, the stimula- 
tion of the peripheral stump of the cervical vagus was followed by no change in the blood 
urea-nitrogen concentration,—if changed at all, it was within the limit of technical error. 
In another similar experiment the result was also the same. 


Thus, even when the vagus is cut at the abdominal division and a 
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stimulation is given to its peripheral stump in the neck, the blood urea- 
nitrogen concentration does not increase. As we look over these experi- 
ments, on the whole, we come to the conclusion that the viscera that cause 
an increase of the blood urea-nitrogen content through the vagus stimula- 
tion must be someones innervated by the vagus in the abdomen. But, organs 
other than the abdominal, at least the organs in the thorax innervated by 
the vagus, are believed to have nothing to do directly in this case. 

The main sequels of the experiments above described are summarized 
as follows: The peripheral stump of the vagus, if stimulated at the neck 
or abdomen, causes a marked increase in the blood urea and the residual 
nitrogen content, which reaches the maximum already in 5 to 20 minutes 
after the close of the stimulation. Some even go on increasing, reaching 
the highest value in about one hour. These increases return to their origi- 
nal values before the stimulation in one hour in some cases, while others 
keep up their high values, showing only a tendency to decrease, even after 
three hours. Non-protein nitrogen concentration increases in proportion 
to the urea-nitrogen value, so that the value of the amino-acid fraction 
seems to make little changes. 

It was ascertained that the increase of the blood urea-nitrogen con- 
centration coming through the vagus stimulation is chiefly originated in 
the increased formation of urea in the abdominal organs, and that it has 


no direct connection with the thoracic organs. 


2. The Effect of the Stimulation of the Central Vagus Stump 
upon the Blood Urea-Nitrogen Concentration.* 


It is often shown by experiment that in stimulating the central stump 
of the vagus an entirely different result is brought about from that of stimu- 
lating the peripheral stump of the nerve. Cl. Bernard® showed that the 
stimulation of the central stump of the vagus gives rise to glycosuria. 
Starkenstein”™ demonstrated the occurrence of glycosuria by stimulat- 
ing its central stump even in an animal whose adrenal body has been ex- 
tirpated. This shows that the stimulation of the central stump of the 


vagus brings out almost the same result as when the peripheral stump of 


*) It would be more appropriate to place this chapter after that of the chapter on 
the splanchnic stimulation. However, it is put here for the convenience of a comparison 
with the first chapter. 

20) Cl. Bernard, Syst@me nerveux II, Paris 1858, 435. 

21) Starkenstein, Zeitschr. f. exp. Pathol. u. Therap., 1912, 10, 78. 
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the splanchnics is stimulated. Griffith™ called hyperglycaemia result- 
ing from the stimulation of the central stump of the vagus “reflex hyper- 
glycaemia.” He induced hyperglycaemia by stimulating, not only the 
vagus, but also the crural and sciatic nerves. Bayliss* and others, ob- 
serving the fall of the blood pressure after stimulating the central stump of 
the vagus, called it “depressor reflex,” while Sollmann and Pilcher™ 
on the other hand, observed a rise of blood pressure and a constriction of 
the peripheral vessels, when they stimulated the central stump of the vagus 
and the sciatics. 

Thus we see that the stimulation of the central stump of the vagus 
brings about glycosuria or hyperglycaemia, or a rise of the blood pressure 
as well as the constriction of the peripheral vessels, as in the case of the 
stimulation of the peripheral stump of the sympathetic nerves. In my ex- 
periments on the blood urea-nitrogen concentration, it rather decreased when 
the central vagus stump was stimulated, contrary to the cases in which the 
peripheral stump was stimulated. The experiments are as follow: (In those 
not specially mentioned here no anaesthesia was used). 


Exp. VII. January 26, 1923. Rabbit 6. Body weight 1.5 kilos. 





Time Urea-N , | Remarks 
| (mgrm.%) | 
225 Tied up, left cervical vagus severed, cannula in- 
serted into femoral artery. 
2% | Operation finished. 
3% 28.0 
336_ 340 | Central stump of vagus stimulated, coil distance 
20 cms. 
3 27.3 
4m 22.4 
5? 25.2 
6% 25.2 





‘ 


Exp. VIII. February 6, 1923. Rabbit 6. Body weight 1.5 kilos. 








| N 
Time Urea a Remarks 
(mgrm. 2%) 
20 Tied up, operated, right cervical vagus severed, 
cannula inserted into femoral artery. 
26 Operation finished. 
30 25.2 


22) Griffith, Americ. Journ. Physiol., 1923, 66, 18. 
23) Bayliss, Journ. Physiol., 1908, 37, 264. 
24) Sollmann and Pilcher, Americ. Journ. Physiol., 1912, 29, 303. 
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| 7 7 | 
Time ( homage ) Remarks 
eo 
31-31 Central stump of vagus stimulated, coil distance 
20 cms. 

35 18.2 

4 18.2 | 

5%” 19.6 

6” 26.6 


Exp. IX. November 22, 1923. Rabbit 4. Body weight 1.5 kilos. 





Urea-N 





Time * Remarks 
(mgrm. %) 
1255 | Tied up, cervical vagi on both sides severed, 
cannula inserted into femoral artery. 

12 Operation finished. 

920 2 

- _ | 19.6 | 5 
281_25 | Central stump of left vagus stimulated, coil 

distance 30 cms. 

2 16.1 

320 14.7 

4 | 16.1 

5? | 18.9 


Exp. X. November 25, 1923. Rabbit 2. Body weight 2.0 kilos. 





: Urea-N 
Time (gre. %) | Remarks 
| a 
920 | Tied up, operated as in Exp. IX. 
94 | Operation finished. 
10° 17.5 
111-1] Central stump of right vagus stimulated, coil 
distance 20 cms. 
11° 15.4 
12 | 16.8 
~~ 17.5 
235 16.8 | 


In Exps. VII and VIII one side of the vagus was left untouched, while in Exps. 1X and 
X both sides were divided. Exp. VII showed no remarkable change during the 10 minutes 
following the stimulation, but 20 minutes after it was seen to decrease about 2024, it not 
entirely recovering its original value even after one hour and 50 minutes. In Exp. VIII 
it was observed to decrease about 27% after the stimulation and to return to its former 
value in 2 hours and 45 minutes. In another experiment, in which the left vagus had not 
been cut, the central stump of the right vagus was stimulated for 3 minutes with a coil 
distance of 25 cms., causing a decrease in the blood urea-nitrogen concentration from 28.0 
mgrm, % (original value) to 11.2 mgrm. %, which was followed by a gradual increase to 
25.9 mgrm. % after 2 hours and 12 minutes and 25.2 mgrm. 2% after 3 hours and 25 
minutes. Similar results were also obtained in Exps. IX & X. 


From these experiments, we come to know that when the central stump 
of the vagus is stimulated, regardless as to whether the other vagus has been 
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severed or not, the blood urea-nitrogen concentration is seen to be remarka- 
bly decreased as the result. 

The question is now, whether the afferent stimulation of the vagus 
results solely in the excitement of the nervous centres, producing change 
similar to that in cases when such stimulants as caffeine and strychnine 
are given, or to that obtained in cases of anger and other emotional excite- 
ment. If such is the case, similarly as the hyperglycaemia and the in- 
crease of the blood urea-nitrogen content through caffeine, observed in my 
experiment, are arrested by anaesthesia, a decrease of the urea-nitrogen 
concentration should not result even if the central stump of the vagus is 
stimulated during anaesthesia. With such presupposition I made an ex- 


periment similar to the above on an animal anaesthetized with paraldehyde. 








Exp. XI. April 21,1925. Rabbit 4. Body weight 1.8 kilos. 
ome Trea-N 
Time Urea e Remarks 
(mgrm. 7c) 
12% 1.8 c.c. of paraldehyde introduced into stomach. 
12” Tied up, operated, cervical vagi on both sides 
severed, cannula inserted into femoral artery. 
Operation finished. 
yl 13.8 
ae al Central stump of vagus stimulated, coil distance 
20 cms. 
1” | 16.1 
3» 16.8 
Fol 16.8 
Exp. XII. March 8, 1923. Rabbit 4. Body weight 2.0 kilos. 
m: Jrea-N 
Time Urea x Remarks 
| (mgrm. 7%) 

“| = = scteatasnntseininniait 
10° 2.0 c.c. of paraldehyde introduced into stomach. 
us Tied up, operated as in Exp. XI. 
ad , Operation finished. 
ag 30.8 

1201] 205 | Central stump of vagus stimulated, coil distance 
20 cms. 
12” 31.5 
1% | 30.8 
2% 31.5 


Exp. XI showed that in the central vagus stimulation the blood urea-nitrogen did not 
only decrease but it rather increased. In Exp. VII there was almost no change manifest. 
In another one, here not described, no change also appeared as in Exp. XII. In still 
another a striking decrease was observed as in the case with no anaesthesia. 


Thus we see that decrease in the blood urea-nitrogen content caused 
by the stimulation of the central stump of the vagus is generally arrested 
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by anaesthesia, though it is sometimes decreased, dependent upon the ef- 
fectiveness of the anaesthesia. 

According to the references, in spite of the central stump of the 
vagus being stimulated during anaesthesia Bayliss”? and others observed 
a fall of the blood pressure while Sollmann*™ and others on the contrary 
observed a rise. Presumably all of these controversies may be attributed to 
the different effectiveness of anasthesia in each experiment. Of these find- 
ings I shall give my experimental obervations specially later. 

Briefly, when the central stump of the vagus is stimulated the blood 
urea-nitrogen concentration shows a significant decrease. In an anaesthe- 
tized animal it sometimes decreases, but in most cases it does not only de- 


crease but it increases. 


3. The Effect of Pilocarpine, Atropine and Choline upon the 
Blood Urea-Nitrogen Concentration. 


Since, as the foregoing experiments show, the stimulation of the pe- 
ripheral vagus stump gives rise to an increase in the urea and the non- 
protein nitrogen content of the blood, it is very important in order to 
ascertain the relation of the vagus excitation to the urea formation, to 
investigate what effect would be brought about upon these nitrogen sub- 
stances if such parasympathetic stimulants as pilocarpine and choline and 
such paralytics as atropine are given to the animals. The following ex- 
periments were performed to answer this question. 

Pilocarpine. Okada* and his co-worker reported that in dogs the 
amino-acid content of the blood was increased by the injection of pilo- 
carpine. From the protocols of their experiments I find that through 
pilocarpine the urea-nitrogen value was increased, besides amino-acid. The 
subjects of my experiments described below were, of course, previously 


given all necessary preparations. 


Exp. XIII. September 13, 1922. Rabbit 6. Body weight 12 kilos. 





Time | U rea-N ; Remarks 
| (mgrim. % 
‘ | - 
Sept. 12, 1-° p.m. 38.5 
1» ,, Subcutaneous injection of 0.005 grm. pilocar- 


pine hydrochloride. 
Salivation, tachypnoea, diarrhoea, cyanosis 
and constriction of ear vessels significant. 


25) Okadaand Hayashi, Journ. Biol. Chem., 1922, 51, 121. 














939 K. Tashiro 








Time ( t rea-N ‘ | Remarks 
mgrm. %) } 
} 
14-]51 p.m. 43.2 
2195 ,, 51.8 
oe. 78.4 Diarrhoea and salivation somewhat decreased. 
50 54.6 
~~ 49.5 
eS . | 41.5 
Sept. 13, 8% a'x. | 39.9 


Exp. XIV. May 3, 1923. Rabbit 5. Body weight 1.8 kilos. 





. * * a a 
Urea-N | Non-protein-N 








Troe * " 
Time (mgrm. %) | (mgrm.%) | Remarks 
11% | 15.4 31.5 
11% | Subcutaneous injection of 0.003 
| grm. pilocarpine hydrochloride. 
11 | Striking signs as in Exp. XIII. 
ns | 25.2 | 40.6 
1218-122) 30.8 43.4 
2143 °17 ‘ 
as ik | # | 
27-2 | 21.7 | 33.6 
330 21.0 32.9 


Exp. XIII shows that a rabbit with 0.004 grm. or more of pilocarpine per kilo body 
weight subcutaneously injected commenced a flow of saliva in a few minutes, its ears pre- 
senting cyanosis, followed by diarrhoea and tachypnoea. The condition appeared disquiet 
and serious. About an hour after the injection the cyanosis deepened and the blood 
vessels of the ears so contracted that the collection of blood was found very difficult. Show- 
ing signs of gradual recovery after then, the salivation and diarrhoea began to decrease 
in amount and the animal seemed to be somewhat revived in spirit. The blood urea- 
nitrogen concentration was seen increased about 3222 from 10 to 20 minutes after the in- 
jection, in 50 minutes the same rate being still maintained, but when the general condition of 
the animal was recovered, that is 2 hours after the injection, the blood urea-nitrogen con- 
tent showed a remarkable increase, even reaching 100% or more. Then it began to de- 
crease gradually. In 8 hours after the injection it was still above the original value, which 
was only attained after 19 hours had passed. 

In Exp. XIV 0.001 grm. pilocarpine per kilo body weight was administered into the 
vein of a rabbit, the general condition being the same as that shown in Exp. XIII, except 
that its recovery was a little faster. After 17-20 minutes after the injection of pilocarpine 
the blood urea-nitrogen concentration increased to 64 per cent, one hour afterwards reach- 
ing 100%, thence it gradually decreased, though it did not recover its original value within 
4 hours. The residual nitrogen concentration of the blood showed a significant increase 
during that period, but this was not at all in parallel with the urea-nitrogen, though the 
amino-acid fraction had rather decreased. In another experiment, 0.005 grm. of pilocar- 
pine was subcutaneously injected into a male rabbit of 2.2 kilos body weight with the 
result that the urea-nitrogen content increased to 37.8 mgrm. % from the original value of 
28.7 mgrm %. In still another case a subcutaneous injection of 0.003 grm. given a rabbit 
weighing 2.2 kilos, caused an increase of urea-nitrogen content from 23.8 mgrm. 22 to 


34.3 mgrm. 2%. 
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Thus we see that if pilocarpine is injected into a rabbit the blood urea- 
nitrogen content makes a significant increase. What we wish to call at- 
tention to right here is, that the greatest increase of the blood urea-nitrogen 
content is manifested an hour or two after the injection. In an earlier 
stage of the injection when diarrhoea, salivation, cyanosis and the con- 
striction of the ear vessels are considerable, blood urea-nitrogen value does 
not increase much ; there is rather a tendency to increase when these symp- 
toms are on the way to recovery. Of this relation I will describe in an- 
other chapter. At any rate, it is evident that the blood urea-nitrogen value 
is greatly increased by the injection of pilocarpine. 

Pilocarpine possesses a paradoxical action of increasing, though slightly, 
the blood sugar which is augmented by the excitement of the sympathetics. 
Regarding this hyperglycaemia, some authors assert that this is due to the 
thickening concentration of blood caused by this alkaloid. I can say noth- 
ing about blood sugar, but the increase of the blood urea-nitrogen content 
is too evident to be explained by the increased blood concentration coming 
through anhydrosis. ‘The increase of the blood urea-nitrogen concentration 
through pilocarpine must be, in short, based on the same reasons as in the 
case of abdominal vagus excited by electrical stimulation. 

Atropine. Next the action of atropine, an antagonist of pilocarpine, 
upon the urea-nirogen concentration of the blood was examined. 


Exp. XV. June 1, 1923. Rabbit 4. Body weight 1.9 kilos. 





| | ia . ra 
Urea-N | Non-protein-N 





i > - | - - te arks 
Time (mgrm. 2%) | (mgrm. %) Remark 
210 23.8 51.8 
215 | 0.0005 grm. of atropine sulphate 
subcutaneously injected. 
230 16.1 46.9 | 
3h j 18.9 49.0 
4% 23.8 52.5 
51 23.8 51.8 


Exp. XVI. September 25, 1922. Rabbit 6. Body weight 2.0 kilos. 





Urea-N 


Time (mgrm. 2%) Remarks 
11” 24.5 
11” | Subcutaneous injection of 0.0005 grm. atropine 
sulphate. 
11” 18.9 
1210 19.6 
129 | 18.2 
1% 18.2 


330 
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In both experiments, 0,00025 grm. per kilo body weight was subcutaneously injected. 
In Exp. XV the blood urea-nitrogen content was seen decreasing 32292 or over in 15 
minutes after the injection, gradually recovering and returning to the original value in 
two hours. During the process the non-protein nitrogen moved in but parallel with the 
urea-nitrogen value. In Exp. XVI it showed a decrease of 2372 or less in 20 minutes 
after the injection, and did not recover the former value within 2 hours, only restoring it 
after four hours. 

These experiments seem to prove that atropine injections greatly de- 
crease the blood urea-nitrogen content, but in other experiments with almost 
the same amount of atropine injected, its decrease was quite slight, so slight 
that it could be said to be within the limits of experimental error. There 
was no instance where any increase of the urea-nitrogen was noticed. 

The blood urea-nitrogen content seems to be decreased or to undergo 
little change through the injection of atropine in these experiments. It stands 
pharmacological reason that the urea-nitrogen content in the blood which 
is increased through pilocarpine or the vagus stimulation, is decreased or 
not changed by the injection of atropine. Atropine seems to possess the 
action of arresting the urea forming power. Owing to this action the blood 
urea-nitrogen content which is increased by caffeine is arrested by atropine. 

We can not pass hasty judgement upon the fact that the decrease in 
the blood urea-nitrogen due to atropine are sometimes so limited that we 
can hardly notice any change, and say that it is caused by merely in- 
dividual variation. Though the function of the urea production is ar- 
rested by atropine, if the elimination of urea is obstructed the blood 
urea-nitrogen will only slightly be decreased, while on the contrary when 
the urea elimination is normal or is augmented, it will decrease con- 
siderably according to the amount of urea eliminated. For instance, if 
caffeine and atropine are used at the same time the increase of the blood 
urea-nitrogen content through caffeine is arrested by atropine and on the 
other hand, the excretion of urine is augmented, thus decreasing the blood 
urea-nitrogen value very significantly and definitely. We must also take 
into consideration that in case the urea production is not arrested, if its ex- 
cretion is abundant, it will cause a decrease of the urea-nitrogen in the blood. 
The fact that in paraldehyde anaesthesia, caffeine causes considerable de- 
crease of the blood urea-nitrogen may be taken as a good example of the 
above fact. No change is brought about in the blood urea-nitrogen value 
during the paraldehyde anaesthesia of ordinary dosage, which inhibits the 
urea formation by arresting the central stimulation of caffeine so that cat- 


feine diuresis gives rise to a decrease of the blood urea-nitrogen. In short, 
the variation in the decrease of the blood urea-nitrogen in rabbits is be- 
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lieved to depend upon the renal function at the time of the experiment. 

As regards the effect of atropine on diuresis, studies are not lacking, 
but there seems to be nothing definite yet announced. Thompson™ saw 
the volume of urine decrease through atropine; Eichel berg” asserted that 
there was a slight decrease sometimes brought about, but no effect was 
manifest ; Loewi* obtained no significant effect from it, while Cow” in- 
ferred that atropine may have an indirect influence upon the secretion of 
urine through its effects upon the secretory functions of various organs and 
upon the ureter. Thus we see that atropine seems to bring no special 
change upon the renal function, and if there be any, the effect would be 
very slight indeed. 

The Antagonistic Phenomenon of Pilocarpine and Atropine. From the 
experiments above described we have come to know that the blood urea- 
nitrogen concentration is subjected to entirely opposite effects by pilocarpine 
and atropine. Such are usually observed in the vegetative organs, and 
the increase of the blood urea-nitrogen concentration owing to administra- 


tion of pilocarpine has to be arrested by atropine. 











Exp. XVII. June 4, 1923. Rabbit 6. ody weight 1.8 kilos. 

. Jrea-N Non- »in-N 

Time Urea ~ rim Lattigg N Remarks 
(mgrm. 2) (mgrm. 2% ) 
940 11.9 . 37.1 
9% Subcutaneous injection of 0.005 
grm. pilocarpine and 0.0005 
grm. atropine. 

10° | 12.6 

10¥ 13.3 
11” 12.6 

126 12.6 

Exp. XVIII. December 26, 1922. Rabbit 4. Body weight 1.6 kilos. 

: Jrea-N 
Time _ Ures Remarks 

(mgrm. 72) 
2” 22.4 
2%0 | Subcutaneous injection of 0.003 grm. pilocarpine 
and 0.0008 grm. atropine. 

370 21.0 

3° 17.5 

40 20.3 

5 18.2 

6 19.6 


26) Thompson, Journ. Physiol., 1894, 15, 433. 

27) Eichelberg, cited by Cushny in “ Secretion of Urine,” London 1917, 186. 
28) Loewi, Schmiedeberg’s Arch., 1903, 50, 326. 

29) Cow, Journ. Physiol., 1914, 48, 1. 
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In Exp. XVII the simultaneous administration of 0.005 grm. pilocarpine and 0.0005 
grm. atropine increased the blood urea-nitrogen content but slightly, compared with the 
case when pilocarpine alone was injected. From this we may easily perceive that pilocarpine 
and atropine will produce antagonistic results. In Exp. XVIII, 0.003 grm. pilocarpine 
and 0.0008 grm. atropine were at the same time injected, showing no signs of the action 
of pilocarpine. The blood urea-nitrogen concentration increase was, we can see from this, 
arrested by atropine. 

Thus we can again demonstrate the antagonistic action of pilocarpine 
and atropine in the blood urea-nitrogen concentration. 
Choline. Finally the action of choline was examined as another stimu- 


lant of the parasympathetics. 


Exp. XIX. April 13, 1923. Rabbit 6. Body weight 1.7 kilos. 

















T ] 
Time Urea-N 3 Non-protein-N Remarks 
| (mgrm. %) (mgrm. %) | 
ieaietnicmmaten : en ee ee ae me 
110 19.6 | 41.3 
- Subcutaneous injection of 0.03 
grm. choline chloride. 
130 22.4 43.4 
215 22.4 | 43.4 
315 21.7 42.8 
4 21.7 42.8 
Exp. XX. July 2, 1923. Rabbit 2. Body weight 1.9 kilos. 
Time Urea-N Non-protein-N | a 
(mgrm. %) (mgrm. %) ‘ 
10% 16.8 | 36.4 
10% | Subcutaneous injection of 0.05 
grm. choline chloride. 
10° 18.2 39.2 
115 19.6 38.0 
12% | 21.0 40.6 
1% 21.7 40.6 


In these experiments, the salivation and diarrhoea as well as the in- 
crease in blood urea and residual nitrogen content were not so considerable 
as in the case of pilocarpine. The residual nitrogen value went almost 
parallel with that of the urea-nitrogen in its increase. 

Thus, choline possesses also some action of increasing the blood urea- 


nitrogen. 


Il. THe INFLUENCE OF THE SYMPATHETICS ON THE 
Bioop UREA-NITROGEN CONCENTRATION. 


By the foregoing series of experiments, evidence was put forward that 
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the blood urea-nitrogen concentration is significantly increased when the 
vagus is electrically stimulated or when stimulated by administration of 
pilocarpine or choline and on the contrary decreased when the peripheral 
parasympathetics are paralysed by atropine; further that when the nerve 
centres are stimulated by the injection of caffeine or the binding of the 
animal, or by other treatments of similar significance, like anaesthesia, the 
blood urea-nitrogen content shows also an increase, which is absent, if the 
vagus has been previously or at the same time cut, or atropine is given, 
and sometimes it shows inversely a decrease, especially in case caffeine 
is applied. From these observations I have come to the conclusion that 
when the vagus, whether central or peripheral, is stimulated, the blood 
urea-nitrogen concentration is increased. 

Authors do not agree in their observations on the effect of a splanchnic 
stimulation or an adrenaline injection upon the blood urea-nitrogen, so I 
thought it necessary to investigate what change the blood urea-nitrogen 
would undergo, when the sympathetics are stimulated. For this in the 
following series of experiments, I have estimated the change in the blood 
urea-nitrogen content after an adrenaline injection, the electrical stimula- 
tion of the splanchics and the diabetic puncture. 


1. The Effect of Adrenaline upon the Blood Urea- 
Nitrogen Concentration. 


At first I examined the effect brought about by an adrenaline injection 
upon the urea-nitrogen content of the blood. 


Exp. XXI. May 1, 1922. Rabbit 6. Body weight 1.6 kilos. 











, Jrea-N 
Time Urea ; Remarks 
(mgrm. 2% ) | 

1 23.8 

110 0.3 c.c. adrenaline subcutaneously injected. 
1°0_138 15.4 
18-}0 | 22.4 

22 24.5 


Exp. XXII. March 16,1923. Rabbit 6. Body weight 2.3 kilos. 








Time pany Bonrquetio’ Remarks 
(mgrm. 2%) | (mgrm. 20) 
10% 16.8 42.0 
10° 0.5 ¢.c. adrenaline subcutaneous- 
ly injected. 

106 13.3 42.0 
11°5 15.4 37.8 
125 15.4 39.8 

1°5 16.1 42.0 
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In these experiments the contraction of the blood vessels caused by adrenaline was so 
great that much time was required to collect the blood sample from the ear vein, sometimes 
over 10 minutes being required. In all cases the urea-nitrogen value was observed dimin- 
ished slightly but distinctly by the subcutaneous application of adrenaline. In Exp. XXI 
it recovered its original value in 30 to 40 minutes, while in Exp. XXII one hour after the 
injection it showed signs of recovery, only returning to its original value after 3 hours. 

Also in other experiments, for instance, when 0.5 c.c. of adrenaline was subcutaneously 
injected into a male rabbit of 1.5 kilos body weight, it was found that the urea-nitrogen 
content in the blood decreased in 10 minutes from the original value of 30.1 mgrm. 2% to 
25.2 mgem. %, regaining its orginal value in 30 minutes. In another experiment with a 
male rabbit weighing 2.1 kilos, which had 0.5 c.c. of adrenaline injected, the blood urea- 
nitrogen content was seen to undergo almost no change from 25 minutes to one hour after 
the injection, showing only a very slight decrease of the residual nitrogen. 

Briefly speaking, it was shown by these experiments that in rabbits 
the blood urea-nitrogen concentration, after the injection of adrenaline, 
only decreases for a time, and that the degree of that decrease is not defi- 
nite. This indefiniteness seems to have some relation to diuresis at the time 
of the action of adrenaline, as discussed in the foregoing chapter. Through 
the injection of adrenaline there was no instance showing an increase of the 
urea-nitrogen value in the blood. 

And again, adrenaline causes a slight reduction of the blood urea-nitro- 
gen content, not only in the animal, but in the human body. ‘Two ex- 
periments of this sort are given below (Exps. XXIII & XXIV). 


Exp. XXIII. Patient 4. Beri-beri. Fasting stage in the morning. 





Urea-N 








. 
Time , F Remarks 
(mgrm. %o) | 
Before injection 21.7 
| lee. adrenaline subcutaneously injected. 
30 mins. after injection 15.4 
| 
lhour _,, “ 14.0 
2 hours _s,, - } _- | 
3 ” ” ~~ 19.6 | 
Exp. XXIV. Patient 4. Beri-beri. Fasting stage in the morning. 
| 7 v 
™ ea-N 
Time . <a Urea ot Remarks 
(mgrm. %) 
3efore injection 23.1 
1 c.c. adrenaline subcutaneously injected. 
30 mins. after injection | 17.5 
lhour _,, “ 14.7 
2 hours ,, as 12.7 


« ~ 
3 ” ” ” 14.7 
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In these experiments, the blood urea-nitrogen content made a marked decrease in 30 
minutes after the subcutaneous injection of 1 c.c. of adrenaline, reaching the lowest point 
after one hour and beginning to restore after 3 hours, in the former instance, and reaching 
the minimum after two hours and tending rather to increase after 3 hours, in the latter 
instance. 

Experiments are few, but we can ascertain from them that in the 
human body the urea-nitrogen content through adrenaline makes a marked 
and steady decrease. In the rabbit the decrease is rather sudden and for 
a time, recovering speedily, while in the human body it is observed that 
the decrease is even discernible after 3 hours. 

Thus we see that when adrenaline is injected into either the rabbit 
or the human body the blood urea-nitrogen content is decreased, showing 
entirely opposite results from those obtained by Dubois and Polonoy- 
ski™ in their experiments on the dog and the rabbit. 


2. The Effect of the Stimulation of the Splanchnics upon 
the Blood Urea-Nitrogen Concentration. 


What we ought to be careful of in carrying out this experiment is 
the effect of binding. The blood urea-nitrogen content has a tendency 
to increase easily through the very act of binding an animal tight, and to 
prevent this to the least possible degree, it is necessary to cut the vagus at 
the neck or abdomen in the earliest stage of the operation. A rabbit was 
fastened on an animal board with a heating outfit, and laparotomized under 
a slight ether anaesthesia. First the vagi on the wall of the oesophagus 
were cut, and then the left splanchnics, a sling being put to their peri- 
pheral stump. A cannula was inserted into the carotid or femoral artery, 
preparatory to collect blood. Careful attention was paid to protect as much 
as possible the abdominal organs close to the wounds and the anaesthesia 
was removed directly after the operation was finished. 


Exp. XXV. October 3, 1923. Rabbit 6. Body weight 1.6 kilos. 








Time Urea-N , Non-protein-N Remarks 
(mgrm. 2%) (mgrm. 2%) | 
10* | | Tied up and operated. 
112° | Operation finished. 
11* 25.9 53.2 
120-120 | | | Stimulation of splanchnics, coil 
distance 20 cms, 
12% 25.9 52.5 
1% 22.4 49.7 
205 29.4 56.7 
3% 8.8 
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Exp. XXVI. February 24, 1923. Rabbit 4. Body weight 1.8 kilos. 











: Urea-N | Non-protein-N 

Time “ oe ay marks 
—_ (mgrm.%) | (mgrm.%) | Re 
240 Tied up and operated. 
” ad Operation finished. 
3b 16.1 35.0 

31-323 Stimulation of splanchnics, coil 

distance 20 cms. 

3%? 10.5 | 28.0 
3 16.8 — 
527 19.6 32.2 


On looking over these experiments it is found that the blood urea-nitrogen content 
was decreased for a time after the splanchnic stimulation. In Exp. XXV, though no 
change was noticed 15 minutes after the stimulation, it showed a slight decrease after an 
hour, and then not only recovered its original value in two hours but even surpassed it, 
holding this state for 3 hours. The residual nitrogen went on in parallel with the urea- 
nitrogen content. In Exp. XXVI the decrease of the urea-nitrogen concentration was 
very marked 9 minutes after the stimulation, recovering its original value in an hour and 
a half and then showing a slight increase two hours later. The residual nitrogen content 
was also decreased by the stimulation of the splanchnics. 

Thus the blood urea-nitrogen concentration brings about a slight de- 
crease in from 10 minutes to one hour, owing to the splanchnic stimulation. 
This result is at one with that of adrenaline administration. Although it 
shows some increase in from 2 to 3 hours it is hard to believe this to be the 
direct effect of the splanchnic stimulation. When a rabbit with its vagi 
cut is fastened, a slight increase of blood urea-nitrogen content is sometimes 
observed. In this experiment its abdomen was cut and followed by vari- 
ous treatments, so that it is not unlikely that it had some unexpected in- 
cidental effects. That the blood urea-nitrogen concentration has increased 
in from 2 to 3 hours during the experiments might show these implica- 
tions. The result of Quinquaud’s™ experiment of the splanchnic stimu- 
lation seems te be'entirely opposed to that of mine, but when we consider 
the sensitive nature of the blood urea-nitrogen above stated, it is surely 
rather hasty to attribute the increase in the blood urea-nitrogen after the 
splanchnic stimulation directly to the nerve stimulation itself. In Dubos 
and Polonovski’s” adrenaline experiment too it is regrettable to note 
that they did not measure the urea in the blood immediately after the 
adrenaline injection, but only that of two hours after. Even if adrenaline 
were injected it would be almost impossible to prevent the effect of binding 


and other things after two hours’ time. 
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3. The Effect of Diabetic Puncture upon the Blood 
Urea-Nitrogen Concentration. 


It remains still unsolved as to what part of the central nervous system 
has what effect upon the nitrogenous exchange. Michaelis,” after ex- 
perimenting on the uric acid elimination which is increased with sugar in 
the urine caused by a diabetic puncture, called it “ uric acid puncture.” 
He, seeing an increase of not only uric acid but also total nitrogen in the 
urine, inferred from it “protein puncture,” but whether this inference is 
correct or not there is still much to be discussed. Yanagawa” observed 
an increase of allantoine excretion by performing a piqfre on a rabbit. 
He also obtained the same result when a rabbit was given asphyxia instead 
of a piqire. From this it may well be supposed that, as Yanagawa” 
thinks, the elimination of uric acid increases under the same condition as 
sugar, and the so-called “ uric acid puncture” and diabetic puncture belong 
to the same rank. Leschke and Schneider” observed that the nitro- 
genous exchange was arrested when the between-brain was punctured. 
Freund and Griife” also experimented that when the between-brain, 
especially the subthalamic region, was punctured at several points, the nitro- 
rogenous elimination was somewhat diminished. Freund and Lauben- 
der™ showed that, when the spinal cord in the neck was cut, the nitro- 
genous elimination was incréased. 

My experiments followed Eckhard’s method of diabetic puncture. 
Since in carrying out these experiments long binding and other cruel treat- 
ments were found necessary, as the consequence, some unwelcome effects on 
the blood urea-nitrogen content were expected. No anaesthesia was pur- 
posely used and great pains were taken to shorten the time of operation as 
much as possible. According to Fujii’s*” experiment, a marked glycosuria 
seems to show itself from 1 to 2 hours after applying piqire. Hence to a 
rabbit with no sign of glycosuria, urine was collected with a catheter at 
different times, and examined by Trommer’s test to see if glycosuria was 
produced or not, thus ascertaining the success or failure of my diabetic 
puncture. After the piqfre, the rabbit was at once released. Also in this 
experiment only rabbits were used whose large auricular nerve and cer- 
vical sympathetics had been previously cut. 


30) Leschke and Schneider, Zeitschr. f. exp. Pathol. u. Therap., 1917, 19, 58. 
31) Freund and Griife, Schmiedeberg’s Arch., 1922, 93, 285. 

32) Freund and Laubender, Schmiedeberg’s Arch., 1923, 99, 131. 

33) Fujii, Tohoku Journ. Exp. Med., 1920, I, 39. 
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Exp. XXVII. December 24, 1923. Rabbit 2. Body weight 1.9 kilos. 





Urea-N 


Time Ganmee. %6) Remarks 
830 Urine sugar test — 
9% 19.6 
9°2 Tied up, operated. 

102% Pigire. 

10% Untied. 

11°° Urine sugar test — 

1131-1140 21.7 
12%_124° 18.9 

1250 Urine sugar test + 

230240 20.3 
g” Found died. 


Exp. XXVIII. November 25, 1923. Rabbit 5. Body weight 1.5 kilos. 





| 


Urea-N 


Time “a Remarks 
(mgrm. 24) 
1030 Urine sugar — 
105 28.0 
1049 Tied up and operated. 
1118 Piqire. 
1120 Untied. 
130 Urine sugar weakly + 
930 28.0 
2:5 | Urine sugar + 
530 22.4 
720 Found died. 


In these experiments the binding lasted from 33 to 40 minutes. From my experience 
I expected an increase of the blood urea-nitrogen content during from 2 to 3 hours after 
the release from binding, but in Exp. XX VII, one hour and 15 minutes after the release 
it showed a slight increase over the original value, but not high enough to account for the 
effect of binding itself, especially as a cruel operation had been accorded to the animal in 
addition to the binding. 

Exp. XXVII shows that in the urine 2 hours and 25 minutes after the piqire, 
Trommer’s test was strongly positive, showing that the diabetic puncture was successful. 
In 2 hours and 15 minutes after the diabetic puncture the blood urea-nitrogen content was 
noticed somewhat decreased, but not distinct. In Exp. XXVIII, the urine taken 3 hours 
and 10 minutes after the puncture, contained sugar. The blood urea-nitrogen value was 
the same as before the binding. In 6 hours and 10 minutes after the piqire it seemed to 
indicate a sign of decrease, but whether this was due to the diabetic puncture or not is 
not certain. 

By these experiments the blood urea-nitrogen content seems as if it 


would decrease a little when urine sugar is most apparent after the diabetic 


puncture, but it is not possible to prove a sure change. We must admit, 
at least, the blood urea-nitrogen does not increase by the diabetic puncture. 
But when we take into consideration the manipulations (binding and other 
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treatments) of the animals accompanying the diabetic puncture, which 
cause the blood urea-nitrogen content to increase after a time, and judging 
from the effect of adrenaline administration and splanchnic stimulation 
upon the blood urea-nitrogen content, the diabetic puncture might be ex- 
pected also to show some signs of decreasing the blood urea-nitrogen con- 
centration more or less. 

That the elimination of nitrogen substances is increased by piqfre, 
might be explaind by increased diuresis occurring often at the time of 
piqare, together with the increase of the uric acid excretion, as Micha- 
elis” himself, besides Yanagawa” and others proved. For instance, 
Morris and Rees™ have already proved that the output of uric acid and 
urea is increased also during the saline diuresis through sodium chloride 
and sodium sulphate. 

What I desire to add here is that when the central stump of the vagus 
is stimulated, as mentioned before, there occurs what is called “ reflex 
phenomenon.” I observed a decrease of the blood urea-nitrogen content 
at cutting the vagus at the neck and stimulating its central stump. By the 
same treatment, Griffith® obtained an increase in the blood sugar, while 
Sollmann and Pilcher™ showed a rise of blood pressure. In my ex- 
periments it has also been demonstrated that this procedure has an arrest- 
ing action on the movements of the stomach and intestine, though slight, 
and that when the splanchnics on both sides are previously severed, not 
only did the blood pressure fail to rise, but rather it fell. From this it 
might be inferred that when the central stump of the vagus is stimulated 
the same or a similar reaction is brought about as when the sympathetics, 
at least the splanchnics, are stimulated. It is not without reason that the 
urea-nitrogen concentration of the blood should be decreased. 

As already stated, piqire and adrenaline injection have the same ef- 
fect upon the urea-nitrognen concentration of the blood as stimulation of 
the splanchnics, and as the organs, which are concerned in the increased 
urea formation when the vagus is stimulated, are those innervated by ab- 
dominal vagi, just so, the organs whose urea formation is inhibited by the 
stimulaton of the sympathetics are supposed to exist within the district in- 
nervated by the splanchnics. 

From the above experiments we ascertain without any inconsistency 
the nervous regulation of the blood urea-nitrogen concentration: the latter 


is augmented by the excitation of the parasympathetics, lessened by its 


34) Morris and Rees, Americ. Journ. Physiol., 1923, 66, 363. 
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paralysis or by the sympathetic stimulation. Now the question arises : 
In what part of the organism is it acted with an increase or with a de- 
crease ? 

The liver is the first organ that attracts our attention as an urea form- 
ing organ. By the perfusion of the survived organ with ammonia mix- 
tures or amino-acid mixtures (Schmiedeberg,” Schréder,” Fiske 
and Karsner,” Jansen,” Léffler,” Felix and Tomita™ etc.) by 
comparing the blood urea content of the hepatic vein with that of the 
arterial blood or venous blood, collected from other organs (Herter etc.) 
or by the methods of excluding the portal circulation by Eck’s fistula or 
others or of destroying the liver (Schréder,” Slosse,” Lieblein,” 
Nencki, Pawlow and Zaleski,” Salaskin,” Doyon and Du- 
fourt,”’ Van Slyke and Meyer®” etc.) it has been presumed that the 
urea formation is carried out exclusively or chiefly in a direct or indirect 
way in the liver. But Gscheidren™, Gréhant and Quinquaud,” 
Kaufmann,” Bied! and Winterberg,”’ Mathews and Nelson,” 
Fiske and Summer,” Taylor and Lewis” and others could not as- 
serted that this function is monopolized by the liver alone. 

Coste™ succeeded recently in extirpating the liver of a dog by three 





35) Schmiedeberg, Schmiedeberg’s Arch., 1878, 8, 1. 
36) Schroeder, Schmiedberg’s Arch., 1882, 15, 383 & 1885, 19, 373. 
37) Fiske and Karsner, Journ. Biol. Chem., 1914, 18, 285. 
38) Jansen, Journ. Biol. Chem., 1915, 21, 557. 
39) Léffler, Physiol. Abstr., 1916-1917, I, 23. 
40) Felix and Tomita, Zeitschr. f. physiol. Chem., 1923, 128, 40. 
41) Herter, Johns Hopkins’ Hosp. Rept., 1900, 9, 69. 
42) Schroeder, Schmiedeberg’s Arch., 1882, 15, 364. 
43) Slosse, Arch. f. Physiol., 1890, 57, 482. 
44) Lieblein, Schmiedeberg’s Arch., 1893-1894, 33, 318. 
45) Nencki, Pawlow and Zaleski, Schmiedeberg’s Arch., 1896, 37, 26. 
46) Salaskin, Zeitschr. f. physiol. Chem., 1898, 25, 128. 
47) Doyonand Dufourt, Arch. de physiol. norm. et pathol., 1898, (S) V, 10, 522. 
48) Horodynski, Salaskin and Salaeski, Zeitschr. f. physiol. Chem., 1902, 35, 

246. 
49) VanSlyke and Meyer, Journ. Biol. Chem., 1913-14, 16, 213. 
50) Gscheidren, cited in Mal y’s Jahresberichte, 1871, 1, 141 & 209. 
51) Gréhant and Quinguaud, Cpt. rend. l’acad. de Science, 1884, 98, 1312. 
52) Kaufmann, Arch. de physiol. norm. et pathol., 1894, (S) V, 6, 531. 

3) Biedl and Winterberg, Pfliiger’s Arch., 1902, 88, 140. 
54) Mathews and Nelson, Journ. Biol. Chem., 1914, 18, 229. 
5) Fiske and Summer, Journ. Biol. Chem., 1914, 18, 2. 
56) Taylor and Lewis, Journ. Biol. Chem., 1915, 22, 77. 
57) Coste, Prése méd., 1923, 21, 1039, 
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times operation. In such a dog, nitrogen elimination was noticed remark- 
ably decreased, while ammonia and amine made a great increase in ex- 
cretion. Mann™ removed the liver by the same method, but since the 
blood urea content showed no decrease he did not believe that the urea syn- 
thetic function belonged to the liver alone. 

Again, Gréhant and Quinquaud™ and Kaufmann™ asserted 
that as the urea-nitrogen value of the venous blood coming from the spleen, 
similar to that of the hepatic vein, was of much higher value than that of 
blood coming through other various organs, urea was also formed in the 
spleen. 

Addis and W atanabe™ observing that the blood urea content in the 
renal vein was of higher value than that of the arterial bood when urine 
excretion did not take place, concluded that the kidney had a urea forming 
function. Quinquaud™ also supposed that urea was synthetized in the 
kidney, and that this function was accelerated when the splanchnics were 
stimulated. 

But Folin” and their scholars and Gottschalk and Nonnen- 
bruch,™ seem to believe that the urea forming function is carried out in 
the ubiquitary tissues. Kotake™ and his co-workers think that the 
desamination is conducted in the reticulo-endothelial system. 

Thus we see that respecting the organs of urea formation various 
opinions are made public, but by what process the materials for forming 
urea are supplied must be another question of great importance. 

Evidence that urea is formed from ammonia has been often prov- 
ed by perfusing the survived liver (Schmiedeberg,” Schréder” 
Fiske and Karsner”). According to Schréder’s experiment the 
kidney and muscles possess no such function, but Jansen,” Léffler™ 
and Felix and Tomita” showed that the survived liver seem to be cap- 
able of forming urea not only from ammonia, but also directly from amino- 
acid. According to Léffler*” some of the amino-acids are not yet changed 
into urea in the liver. 

Van Slyke and Meyer*” noticed in their experiment that the liver 
absorbs amino-acid quicker and in a greater quantity than the muscle, 
and that when the amino-acid content in the liver diminishes the blood 


58) Mann, Arch. Intern. Med., 1923, 31, 797. 

59) Addisand Watanabe, Americ. Journ. Physiol., 1917, 43, 363. 

60) Folin, Journ. Biol. Chem., 1922, 51, 395. 

61) Gottschalk and Nonnenbruch, Schmiedeberg’s Arch., 1923, 99, 270. 
62) Kotake, Zeitschr. f. physiol. Chem., 1922, 122, 211. 
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urea concentration increases. Contrary to this Folin™ observed after 
eating gelatine, first the increase of amino-acid, and a few hours afterwards 
the increase of urea, in the systemic blood. 

It is an acknowledged fact that ammonia is very important as a pre- 
cursor of urea, but if all amino-acids are directly reformed into urea, it 
leaves much room for further study and discussion. 

Where is the desamination then carried on? That the ammonia con- 
tent of the systemic venous blood is more abundant than that of the arterial 
blood is already ascertained (Salaskin and Zalaeski™), but that the am- 
monia value of the portal blood is higher than any of the venous or arterial 
blood is also a known fact (Folin and Denis™). Nencki and his co- 
workers particularly experimented that the mucous membrane of the 
stomach contains a high value of ammonia, and Biedl and Winterberg,” 
Somogyi™ and Barnett and Addis” maintained that the digestive 
canal served as an important station in the desamination in the animal body. 

Again, Nash and Benedict™ saw ammonia formed also in the 
kidney. 

In what organ then is the blood urea content increased by the vagus 
stimulation, as definitely confirmed by my own experiments, synthetized ? 
On going over the above summarized references and in view of my experi- 
ments, in which the urea-nitrogen was seen increased when the abdominal 
agus was stimulated, while the stimulation of the cervical vagus trunk 
can bring about a change in the blood urea-concentration when the vagus 
is cut in its abdominal part, I am compelled to pay special attention, first 


to the abdominal organs, especially to the liver. 


Ill. Tue Errecr or THE VaAGus STIMUALTION UPON THE 
BLoop UREA-NITROGEN CONCENTRATION IN ANIMAL, 
WHOSE PorTAL SYSTEM HAS BEEN EXCLUDED 
FROM SysTEMIC CIRCULATION. 


I, therefore, first experimented to find out how the blood urea- and non- 
protein nitrogen concentrations would be affected when the portal system is 
removed from the systemic circulation, and then what changes would be 


63) Salaskin and Zalaeski, Zeitschr. f. physiol. Chem., 1898, 25, 449. 
64) Folinand Denis, Journ. Biol. Chem., 1911, 10, 407. 

65) Somogyi, Zeitschr. f. physiol. Chem., 1911, 71, 125. 

66) Barnett and Addis, Journ. Biol. Chem., 1917, 30, 41. 

67) Nashand Benedict, Journ. Biol. Chem., 1921, 48, 463. 
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brought about to these substance if the vagus was stimulated under such 


conditions. For this purpose a rabbit was slightly anaesthetized with 


ether and its portal circulation removed, after ligating the mesenteric and 


hepatic arteries and then tying up the portal vein. A cannula was in- 


serted into the carotid or femoral artery for collecting blood, and as soon 


as the operation was completed the animal was released from ether anae- 


sthesia. 


Exp. XXIX. 


Novembe 


r 29,1923. Rabbit 


Body weight 1.4 kilos. 





Urea-N 


| Non-protein-N 


Remarks 





Ligation of mesenterial and he- 
patic arteries and portal vein. 


Time | (mgrm. 22) (mgrm. %) 
} 
10*° Tied up, laparotomized. 
1130 39.9 58.8 
1133_] ]45 
12% 39.9 58.8 
12” 30.1 65.1 
1” 28.7 68.6 
20 27.3 71.4 
Exp. XXX. January 22, 1925. Rabbit 


Body weight 1.6 kilos. 





Urea-N 


Non-protein-N 


Remarks 








Tied up and laparotomized. 


Ligation of vessels as in Exp. 


Time | (mgrm. 2%) (mgrm. 2%) 

g10 

16% 30.8 50.4 

10-10% 
XXIX. 

10°° 30.8 51.1 
1010 29.4 50.4 

11° 28.0 53.2 

210 28.0 54.6 


Exp. XXXI. 


Novembe 


r 5, 1923. Rabbit 


Body weight 1.6 kilos. 





Time 


( 
| \ 


Urea-N 


mgrm. 7%) 


110 


1” 
900 
Ow 
“ 


959° 
ava 


25.9 


Non-protein-N 
Ingrm. 2% ) 


Remarks 





50.4 
50.4 


| Tied up, laparotomized, ligat- 


| 


ing of mesenterial and hepatic 
arteries and portal vein. 


| Operation finished. 
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Exp. XXXII. November 12, 1923. Rabbit 2. Body weight 1.8 kilos. 





Si Urea-N | Non-protein-N | ‘ 
Time (mgrm. %) (mgrm. %) Remarks 
1010 | Tied up, operated as in Exp. 
XXX. 
10°° Operation finished. 
1] | 27.3 57.4 
120 27.3 59.1 
12% | 26.6 59.1 
1” 27.3 59.1 
120 | 26.6 60.2 


Exp. XXXIII. November 24, 1923. Rabbit 6. Body weight 1.7 kilos. 








: Urea-N Non-protein-N | : 
Time (mgrm. 2%) (mgrm. %) Remarks 
10” | Tied_up, operated as in Exp. 
XXXII. 
- : iis —_ Operation finished. 
ao. DO 
1151_]]%5 Stimulation of abdominal va- 
s, coil distance 20 cms. 
1140 28.0 54.6 — 
1210 28.0 49.0 
12” 28.0 48.3 
110 25.8 48.3 


Exp. XXXIV. November 15, 1923. Rabbit 9. Body weight 1.8 kilos. 














Time Urea-N | Non-protein-N oo 
(mgrm. %) | (mgrm. %) a 
950 Tied up, operated as in Exp. 
10 Operation finished. 
11 23.8 | 53.2 
1120-1] Stimulation of abdominal ya- 
gus, coil distance 20 cms. 
11° 23.8 52.5 
1200 » 3338 53.9 
12° 23.8 53.9 
jo 23.8 54.6 


From these experiments we confirm as regards the changes in the blood 
urea- and non-protein nitrogen contents after ligating the blood vessels of 
the abdominal viscera, that the urea-nitrogen concentration appeared to 
have decreasd very slightly, though not distinctly, when the blood supply 
in the portal system was excluded, a fact agreeing with the result of 
Mann’s experiment, in which he extirpated the liver from a dog. The 
residual nitrogen value of the blood seemed to increase gradually in a very 


small degree. 
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But in another experiment, when the blood circulation of the ab- 
dominal organs was excluded, the urea- and residual nitrogen concentrations 
were found very slightly decreased. In Exp. XX XI, the portal circula- 
tion being excluded, the residual nitrogen did not show the least change, 
while the urea-nitrogen indicated, on the contrary, a tendency towards a 
slight and gradual increase. Thus the results were various. Under such 
circumstances, the vagus stimulation brings about no definite effects (Exps. 
XXXII & XXXITV). 

It is too hasty to decide that the viscera of the portal system, especial- 
ly the liver, possesses no urea synthetic function because the blood urea- 
nitrogen content does not show any signs of decrease when the blood cir- 
culation of the portal system is excluded. The change in the blood urea- 
nitrogen content is affected by the functional condition of its forming organ 
as well as its eliminating apparatus. Contrary to the anticipation that, 
after the blood supply of the portal organs is removed, the urea-nitrogen 
value of the blood would decrease, there was in reality no decrease—if any, 
very insignificant—and sometimes even causing a suspicion that there was 
not increase at all. These, I believe, are swayed chiefly by the diuretic 
condition. This is what we always learn through our experiences, that 
after an abdominal operation, especially after such a complex operation as 
subjected to in this experiment, the diuretic function of the kidney is easi- 
ly disordered and when the urine excretion of the kidney is retarded or 
stopped, in spite of the removal of the urea-synthetic organ, it is no wonder 
that the blood urea-nitrogen value is seen not decreased. Mann is not 
justified, when he judges the urea forming function of the liver simply 
from the fact that he observed no decrease of the blood urea-nitrogen con- 
centration in a dog whose liver was plucked out. Much more so when op- 
position is raised by Magnus™ and Rich™ against tying up the liver 
vessels or applying an Eck’s fistula for the purpose of excluding the liver 
function. 

On the other hand if, as Folin” and his co-workers as well as other 
investigtors maintain, the muscles and other organs possess any possibiliy 
of synthetizing urea, however little, the blood urea-nitrogen concentration, 
depending on the renal function, does not only decrease but in some cases 
would rather increase, even though the portal system were perfectly re- 
moved. Fiske and Summer” experimented on a cat and discoverd that 


68) Magnus, Ergebn. d. Physiol., 1920, 18, 51. 
69) Rich, Bull. Johns Hopkin’s Hosp., 1923, 34, 321. 
70) Fiske and Summer, Journ. Biol. Chem., 1914, 18, 2. 











250 K. Tashiro 


if the vessels in the splanchnic area and the renal vessels were tied up, the 
urea content in the blood and muscles would be increased. One of my 
own experiments (Exp. X-X-XJ) actually indicated a tendency of increas- 
ing, though indistinctly, as time went on. 

Now to turn to the change of the total non-protein nitrogen value of 
the blood. In Exps. XXIX, XXX & XXXII it showed a greadual 
increase; in Exp. X XXIII and one other it rather decreased, while in 
Exps. XX XI and XXXIV no distinct change was noticed. 

Generally speaking, the portal organs and especially the stomach and 
the intestine are not only the importing channel of these nitrogenous sub- 
stances, but also perform a mass of many important functions. Among 
them is the pancreaes, whose functional disturbance, together with certain 
endocrine desequilibrium, called forth by itself may exercise some influence 
upon the protein or the residual nitrogen metabolism, a fact which must be 
taken into consideration in this respect. Okada and Hayashi have 
pointed out that the hypo-function of the pancreas leads to an increase of 
the amino-acids content of the blood. My own experiment showed that an 
injection of insuline into a rabbit caused a remarkable decrease in the urea- 
and the residual nitrogen content of the blood (Part IV), while also 
Paulesco™ observed a decrease of the urea content of the blood after the 
administration of pancreatic hormone. Marshall and Davis” demon- 
strated by extirpating the adrenal bodies an increase of the blood urea- 
nitrogen, while Addis and his co-worker observed, that if a proper 
amount of adrenaline be given, the urea-nitrogen concentration of the blood 
decreases and the urea excretion increases, whereas, pituitrine causes a 
decrease of the urea elimination. Also in my own experiment the blood 
urea-nitrogen concentration was lessened by giving adrenaline. It is also 
a well known fact that when the function of the thyroid gland, which has 
a close functional relation with the pancreas and suprarenal body, is either 
excited or inhibited, some change is brought on the nitrogenous exchange. 
Thus if the endocrine organs have each some influence on nitrogenous meta- 
bolism, the effect brought upon the nitrogen exchange by the functional 
disturbances of some of these organs with internal secretion, would not be 


insignificant. 


71) Paulesco, cited by Straus in “ Insulin,” Berlin 1925, 62. 
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IV. THe EFrect oF THE VaAGus STIMULATION UPON 
THE BLoop UREA-NITROGEN CONCENTRATION 
IN SPLENECTOMIZED ANIMALS. 


There are some who have discovered certain relations exsisting be- 
tween the spleen and nitrogenous metabolism. In the early days Gré- 
hant and Quinquaud™ and Kaufmann™ found that the blood urea 
content of the splenic vein, together with that of the hepatic vein, was 
higher in amount compared with that of other venous blood. Nencki, 
Powlow and Zaleski® believed that the ammonia content of the portal 
blood was lowest in the splenic vein, and that the ammonia content of blood 
in the pancreatic, mesenteric and gastric veins could be diluted by the blood 
of the splenic vein. Of late Nakayama™ observed that a normal dog given 
meat showed a remarkable increase of the basal metabolic rate, while in a 
spleenless dog given the same diet the rate of increase was much smaller. 
This means, he argued, that the spleen has something to do with the liver 
in the function of protein metabolism in an augmentative way. That the 
spleen and the liver are closely related can be comprehended from the 
opinion which Silvestrini’” expressed, when he saw some portion of the 
liver transformed into the lymphatic tissues after removing the spleen, de- 
claring that this was a partial splenization of the liver. 

If, as Nakayama™ supposed, the proteolytic function of the liver in 
a splenectomized animal would be reduced, the animal might react on the 
vagus stimulation with no increase of the blood urea-nitrogen concentra- 
tion, as in case of a normal animal. To decide this question, the vagus 
stimulation experiment was performed on spleenless rabbits, the urea- and 
residual nitrogen content of the arterial blood being estimated. 


Exp. XXXV. August 14, 1923. Rabbit 9. Body weight 1.4 kilos. 








. | Urea-N Non-protein-N} Amino-N | ™ 
Time | (mgrm. %) fone %) | (mgrm. 2) Remarks 
11% | Tied up, extirpation of spleen. 
115 Untied. 
1257 | | Tied up, cervical yagi on both 
sides severed, cannula insert- 
ed into carotid. 
12 Operation finished. 
130 42.7 59.5 16.8 
230 42.7 59.5 16.8 
3% 43.4 59.5 | 16.1 
430 42.7 59.5 16.8 











72) Nakayama, Biochem. Zeitschr., 1924, 149, 491. 
73) Silvertrini, cited in Berichte ii. d. ges. Physiol., 1921, 5, 236. 
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Exp. XXXVI. October 14, 1923. Rabbit 4. Body weight 1.6 kilos. 
, Jrea-N _|Non- in-N| Amino- 
Time ae o Bon pty al Amino Nv Remarks 
(mgrm. % ) (mgrm. 2) (mgrm. %) 
| . . 
1 | Tied up, splenectomized, ab- 
| dominal vagi on the both 
| sides severed, cannula in- 
serted into carotid. 
208 | Operation finished. 
2% 28.7 58.1 29.4 
3°0 29.4 58.1 28.7 
490 28.7 58.1 29.4 
§°° 29.4 57.4 27. 


Exp. XXXVII. July 13, 1923. 


Rabbit 2. Body weight 1.° kilos. 























: Urea-N_ |Non-protein-N) Amino-N | 7 
Time (mgrm. %) (mgrm. 9) | (mgrm. %) | Remarks 
10” | Tied_up, operated as in Exp. 
: XXXV. 
10 Operation finished. 
11 21.0 45.4 24.4 
11%] | Stimulation of servical vagus, 
coil distance 20 cms. 
11% 23.8 46.2 22.4 
1240 33.6 46.2 12.6 
1° 30.1 46.8 16.7 
210 27.3 47.6 } 20.3 
Exp. XXXVIII. July 7, 1923. Rabbit 9. Body weight 1.8 kilos. 
‘ Urea-N (Non-protein-N| Amino-N > 
Time | ) am Ve am | temarks 
(mgrm. 9%) | (mgrm. 9) | (mgrm. 2%) | 
| ] “a 
8% | Tied up, operated as in Exp. 
XXXVII. 
10% Operation finished. 
10” 14.7 51.8 37.1 
10%°-10# Stimulation of cervical vagus, 
coil distance 20 cms. 
1] 217 46.2 24.5 
11” 22.4 | 31.5 9.1 
12 | 22.4 35.7 13.3 
140 20.5 35.7 15.2 
Exp. XXXIX. August 17,1923. Rabbit 9. Body weight 1.7 kilos. 
Time Urea-N|Non-protein-N}_ Amino-N — 
mgrm. %) | (mgrm. %) | (mgrm. 2%) paris 
10% Tied up, splenectomy. 
10# Untied. 
1 150 


Tied up, cervical yagi on both 
sides severed, cannula in- 
serted into carotid. 
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Urea-N_ |Non-protein-N| Amino-N 


Time (mgrm. %) (mgrm. %) (mgrm. %) Remarks 
12 30.8 79.8 49.0 
1256-10 Stimulation of cervical vagus, 
| coil distance 20 cms. 
110 39.2 79.8 40.6 
200 45.5 79.1 33.6 
300 45.5 8 1.2 35.7 
400 36.4 82.6 36.2 


In the first two experiments, the vagus was cut after the removal of the spleen, and 
during about 3 hours of binding the blood urea- and residual nitrogen content did not in- 
dicate any marked change, being within the limit of technical error. With these experi- 
ments as a control in the last three experiments the vagus was stimulated. In Exp. 
XXXVII the blood urea-nitrogen concentration was noted slightly increased after 10 
minutes of the vagus stimulation, but not significantly. After one hour the increase was 
quite marked (the rate being 6022), afterwards gradually decreasing or beginning to re- 
cover, not restoring its origina! value, however, even after 3 hours had passed. On the 
other hand, the residual nitrogen concentration appeared to have slightly increased by the 
vagus stimulation, though not distinctly, going only a little over the limit of methodic 
error. The amino-acids fraction decreased as the urea-nitrogen concentration increased, 
the decrease marking about half in one hour after the vagus stimulation. In Exps. 
XXXVIII and XXXIX the course of those changes was also the same. 

From this we know that a spleenless animal showed not only no in- 
crease of the non-protein nitrogen content by the vagus stimulation, but in 
some cases even a decrease; while the urea-nitrogen content indicated a 
remarkable increase to the same extent as in a spleen-healthy animal, thus 
suggesting a significant decrease of the amino-acids fraction. In a spleen- 
healthy animal the stimulation of the vagus caused an increase of the non- 
protein nitrogen concentration almost in parallel with that of the urea- 
nitrogen concentration. 

This finding seems to show that the spleen-healthy animal is capable 
of supplementing the loss of the amino-acids fraction formed into urea, when 
the urea-nitrogen content is increased, while in a spleenless animal such 
ability is disturbed. In other words, the spleen possesses a certain function 
of making up the amino-acids fraction, lost by the increased formation of the 
urea coming through the vagus stimulation. 

But the view that the spleen has an action of accelerating the proteo- 
lytic function of the liver as Nakayama” thought, is worth considering. 
On taking meat the oxygen consumption should be augmented, when amino- 
acids absorbed through the intestinal wall leave the amino-radicles in the 
liver. As factors causing no or only slight increase in the basal metabolic 
rate in Nakayama’s™ experiment with a spleenless animal when it is fed 
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on proteinic food, I can mention that the amino-acid would not reach the 
liver or even when it reaches the liver, it would pass out without desamina- 
tion; or that the liver would detain the amino-acid that has reached there 
without decompsing it. If the sluice of the liver should allow these nitro- 
genous substances to pass without undergoing any change, splenectomy 
would probably bring about the same result as Eck’s fistula. In my ex- 
periment a spleenless animal, as in case of a spleen-healthy one, had the 
urea-forming power accelerated when the vagus was stimulated. This 
means that the existence or non-existence of the spleen seems to have noth- 
ing to do with the urea-forming power. Probably the liver of a spleen- 
less animal possesses the power of desaminating and forming urea on 
adequate stimulation as normal. Thus, we arrive at the conclusion that the 
spleen has no direct concern with the liver in these functions. If so, it 
follows that the supposition of the amino-acids being detained in the liver 
without any change must be denied. 

From these considerations it is suggested that a spleenless animal is 
normal in its function of forming urea from amino-acids, but in it the 
process with which the protein introduced into the digestive canal is di- 
gested into amino-acids and absorbed, is disturbed, thus giving rise to an 
injured or retarded supply of amino-acid fraction. 

In short, it has been demonstrated that in a spleenless animal, the 
vagus stimulation increases the blood urea-nitrogen content, as in a normal 
animal, but the increase of non-protein nitrogen does not go with it. More- 
over, it can be concluded from the results of these experiments that even 
in case of the non-urea-residual nitrogen not increased under the vagus 


stimulation the urea formation is increased. 


V. THe Errecr oF THE VAGUS STIMULATION UPON 
THE BLoop UREA-NITROGEN CONCENTRATION 
IN NEPHRECTOMIZED ANIMALS. 


Besides being the eliminating exit of urea the kidney has sometime 
been considered as an organ forming urea. Addis and Watanabe” 
have stated that at the time when the kidney is not excreting urine the 
blood urea content of the renal vein is much higher than that of the arterial 
blood. Nash and Benedict™ finding a large amount of ammonia con- 
tained in the renal vein, supposed that ammonia was formed in the kidney. 
Quinquaud,™ from his observation of late that the blood urea content 


was increased when the splanchnics supplying the kidney were stimulated, 
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arrived at the conclusion, as stated before, that urea is formed in the kidneys 
and thus the urea-synthetic function is accelerated by the splanchnic stimula- 
tion. If urea is formed in the kidneys, after the nephrectomy is carried 
out, the incease of the blood urea concentration caused by the vagus stimu- 
lation must be greatly affected. The following experiments were performed 
in order to see what changes would be brought upon the blood urea- and 
the non-protein nitrogen concentration in a nephrectomized rabbit, when 
its vagus was stimulated. The nephrectomy was carried out with the ex- 
traperitoneal method. I examined beforehand what would be the rate of 
changes in the blood urea- and non-protein nitrogen concentration after 


bilateral nephrectomy. 


Exp. XL. August 6, 1923. Rabbit 9. Body weight 1.6 kilos. 





























Time Urea-N Non-protein-N} Amino-N —_— a 
| (mgrm. %) | (mgrm. %) | (mgrm. 2%) aries 
915 | Tied up, nephrectomized. 
9% Released. 
11° | Tied up, cervical vagi on both 
sides severed, cannula in- 
serted into carotid artery. 
11% Operation finished. 

1” 39.2 61.8 22.6 

200 44.8 68.6 23.8 

go 48.3 71.4 23.2 

40 55.3 75.6 20.3 

ave | 45a | +46 — 077 
Exp. XLI. August 9, 1923. Rabbit 9. Body weight 1.4 kilos. 
Time Urea-N \Non-protein-N| Amino-N. a 
(mgrm. %) | (mgrm. %) | (mgrm. %) 
10% Tied up, nephrectomized. 
11 Released. 

115 Tied up, cervical vagi on both 
sides severed, cannula in- 
serted into carotid artery. 

12% Operation finished. 

150 30.8 66.5 35.7 

20 37.8 68.6 30.8 

3% 47.6 67.9 20.3 

40 53.2 77.0 23.8 

“re | +75 +35 ~ 4.0 
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Exp. XLII. March 18, 1925. Rabbit 6. 





Body weight 1.5 kilos. 





Urea-N _|Non-protein-N 


Amino-N 





Time (mgrm. %) | (mgrm. %) (mgrm. %) Remarks 
816 | Tied up, cervical vagion both 
| sides severed, cannula in- 
serted into carotid artery, 
, | laparotomized. 
8% | Operation finished. 
85 25.9 61.6 35.7 
§*7_995 | Both kidneys extirpated. 
980 39.4 61.8 25.4 | 
10” | 46.2 70.7 24.5 
11” 51.8 78.4 26.6 
~~ | +s + 11.0 + 0.6 


Exp. XLIII. June 23,1923. Rabbit 6. 


Body weight 1.5 kilos. 

















Time Urea-N Non-protein-N Amino-N | ~ oe ae 
(mgrm. 2) (mgrm. 2) (mgrm. %) | 
9 Tied up, nephrectomized. 
10% Released. 
1145 Tied up, cervical yagi on both 
| sides severed, caanula_ in- 
‘ serted into carotid artery. 
11% Operation finished. 
5s oro ne oe: 
“al — | ai 63.0 | oo. 4 one : : 
291-12 Stimulation of cervical vagus, 
| coil distance 20 cms. 
122 27.3 72.1 44.8 
1% 31.5 74.1 42.6 
205 45.5 77.7 32.2 
Exp. XLIV. June 21, 1923. Rabbit 3ody weight 1.7 kilos. 
Time | ; Urea;N |Non-protein-N) Amino-N os 
| \mgrm. 7) | (mgrm. %o) | (mgrm. 2%) 
gs0 | Tied up, nephrectomized, cer- 
| vical vagi on both sides 
severed, cannula inserted in- 
| to carotid artery. 
aa ; - wie | Operation finished. 
Or 20.8 e. 21. 
10-10” | Stimulation of cervical vagus, 
coil distance 20 cms. 
11° | 23.8 53.9 30.1 | 
11 23.8 54.6 30.6 | 
125 25.2 56.7 31.5 
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Exp. XLV. June 15, 1923. Rabbit 5. Body weight 1.9 lilos. 





Urea-N_|Non-protein-N| Amino-N 





. > eo 

Time (mgrm. %) | (mgrm. %) | (mgrm. %) | Remarks 

10% Tied up, nephrectomized. 

11% | Released. 

1210 Tied up, cervical vagi on both 
sides severed, cannula in- 
serted into carotid artery. 

12% 36.1 40.6 4.5 

121250 | Stimulation of cervical vagus, 
coil distance 20 cms. 
1% 36.1 40.6 45 
150 | 371 56.0 | 18.9 
250 37.1 61.8 24.7 
350 | 36.4 60.4 24.0 


In Exp. XL after the bilateral nephrectomy the blood urea-nitrogen content com- 
menced to increase gradually, and between 2 hours and 45 minutes and 5 hours and 45 
minutes, its average increase per hour was 5.4 mgrm. 2%, and also the non-protein nitrogen 
showed, on an average, an increase of 4.6 mgrm. % per hour, indicating in consequence 
a very slight decrease of amino-acids fraction. In Exp. XLI, between the 3rd hour and 
the 6th hour after the removal of both kidneys the blood urea-nitrogen content increased 
on an average by 7.5 mgrm. % per hour and the non-protein nitrogen about 3.5 mgrm. 22, 
the amino-acids fraction value decreasing significantly, averaging 4.0 mgrm. 2 per hour. 
Thus we see that in such a stage after the nephrectomy, the increasing rate of the urea- 
nitrogen content is much greater than that of the non-protein nitrogen, while the amino- 
acids fraction showed a tendency .rather to decrease. In Exp. XLII, soon after the 
nephrectomy what had made a speedy increase was urea-nitrogen content, non-protein 
nitrogen value showing no change; the amino-acids fraction decreased greatly during this 
period. During the course of another hour and 30 minutes the urea-nitrogen content in- 
creased with an average rate of 10.2 mgrm. % per hour and the non-protein nitrogen with 
a rate of 11.0 mgrm. 22. The amino-acids fraction showed no distinct changes. 

In Exp. XLIII the urea-nitrogen content kept the same value 15 minutes after the 
vagus stimulation ; after one hour the increase was no more than 4.2 mgrm 2%, in another 
hour an increase of 14.0 mgrm. 24 wasseen. The amino-acids fraction increased 9.1 mgrm. 
°2 15 minutes after the stimulation, and after an hour a slight decrease was noted, but still 
higher than the original value ; in 2 hours, when the urea-nitrogen value made a sudden 
increase, it began for the first time to decrease lower than the original value. In Exp. 
XLIV the urea-nitrogen content did not increase even 55 minutes after the vagus stimula- 
tion; in another hour only a slight increase was noticed, while the amino-acids fraction in- 
creased 9.1 mgrm. 22 20 minutes after the stimulation of the vagus. In Exp. XLV the 
urea-nitrogen content showed a very slight increase, or no change. The amino-acids frac- 


tion, however, was seen to increase very distinctly. 

In comparing these results with those of Exps. XLI & XLII we find 
that the urea-nitrogen value does not only increase under the vagus stimu- 
lation, but that even the natural increase observed in the control experi- 
ments seems to have been checked. On the other hand, the amino-acids frac- 
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tion makes a significant increase. In a kidney-healthy animal, when the 
vagus is stimulated, the increase of the non-protein nitrogen chiefly depends 
on the increase of the urea-nitrogen content, but in a kidneyless animal the 
former is not due to the increase of the urea-nitrogen, but to that of the 
amino-acids fraction. At the time when the effect of the vagus stimulation 
is thought weakened, the once increased amino-acids fraction seems to make 
a sudden and rapid decrease, while the urea-nitrogen rapidly increases. 
That is to say, that in case of a nephrectomized animal, the amino-acids 
fraction increased by the vagus stimulation is not immediately decomposed 
into urea, but even the natural increase of urea due to the absence of the 
kidneys is for a time suspended, or in other words, the vagus stimulation 
rather seems to act inhibitorily upon the urea increasing process. In a 
normal animal, if the vagus is stimulated, the amino-acids fraction is also 
increased, and this increased amino-acids fraction is at once desaminated 
and synthetized into urea. In a nephrectomized animal the amino-acids 
fraction, increased by the vagus stimulation is not so rapidly decomposed 
into urea as in a normal animal. The fact that in a kidney-less animal 
the increase of the urea-nitrogen is for a time arrested by the vagus stimula- 
tion, may be explained by the supposition here that the vagus stimulation 
brings an increased formation of the amino-acids fraction, but at the same 
time brings directly an inhibition of the urea formation in the liver, or 
that indirectly the function of a certain unknown organ, which inhibits 
the urea formation, is acting in a way antagonistic to the hypothetical func- 
tion of the kidney to augment its desaminating power. But this is only a 


hypothesis which requires further study. 


VI. THe UrEA-NITROGEN CONCENTRATION OF THE AFFERENT 
AND EFFERENT BLOOD OF THE LIVER. 


The view that the liver is the most important organ for the formation 
of urea is generally accepted. On going over the experimental proofs of 
those authors who do not recognize this fact, Taylor and Lewis,” 
Léffler,*’ Gottschalk and Nonnenbruch™ and others seem to base 
their views on their observation that the blood urea-nitrogen concentration 
in the hepatic vein, compared with that of other venous and arterial blood 
shows no difference or at most a very slight increase. But Gréhant and 
Quinguaud,” Kaufmann” and others find the former much greater 
than the latters. How is it that the observations are so different in spite 


of the same sort of experiments carried out ? 














Urea-N Concentration of the Blood. ITI. 959 


I have also had similar experience. If the liver were an urea-forming 
organ superior to the other organs, the urea-nitrogen content of the blood 
of the liver vein must be greater than that of any other veins, and after 
the vagus stimulation it must greatly increase. Upon this assumption I 
estimated the urea- and residual nitrogen content in the blood of the hepatic 
and the portal vein as well as in the arterial. But I found that it was 
very variable and unsettled in those blood vessels changing even by mild 
treatments, so to my great regret it was utterly impossible to carry on the 
experiments to observe the effect of vagus stimulation upon them. 

A rabbit was slightly anaesthetized with ether, and after its epigast- 
rium had been cut open, the abdominal organs, especially the liver, were 
covered with cloths soaked in body-warm Ringer’s solution, thus seeing 
that they got all possible protection. In collecting blood the liver was 
pressed lightly downward, and first the liver vein, then the portal vein 
were punctured with clean injection-syringes. (Unless the punctured 
aperture of the portal vein is cleverly closed with a clamp it might cause 
a haemorrhage of large quantity and cause the experiment to end in failure.) 
After the puncture, the liver and other abdominal organs were protected 
as before. Lastly a sample of the arterial blood was taken from a cannula 
inserted into the femoral or carotid artery. All the blood samples can be 
obtained, if fortunately carried out, in from 2 to 5 minutes. 

Of the results of the experiments, described in Table I, I do not in- 
clude those which had large haemorrhages from the puncture of the liver 
or the portal vein. After an interval of from 10 to 70 minutes the second 


blood collection was made. 
8 


I. Il. 


Table 





Exp. No. | 
Rabbit: sex, body pee . 
weight (kilos) "| , 8 ‘ae. 














a eee ye +. =e | Non-pro- ‘ . 
Urea-N | Non Ny Amino-N | Urea-N ee Ny |} Amino-N 
(mgrm. 7 | (mgrm. 26 )| (mgrm. 2% )} , re »\|(mgrm. 2% 
. * 7°/\ (mgrm. %)! * ati: * 7?) (mgrm. %) Bere 
. eee: “eset EER at ._! Seles: Nl eal 
., | Hepatic} i196 | — — | ee 26.2 10.8 
First vein 
blood | Portal 19.6 = _ 14.0 33.8 19.8 
samples} vein ai | : si i= 
___—i| Artery a ees: _— | — — _— 
Intervals (minutes) 40 52 
7 | Hepatic : mares saa r 
_ 9.¢ oo a , 33.8 9.8 
Second vein 19.6 14.0 33 1 
>» 
blood | Portal) i96 | — - 14.0 39.6 25.6 
samples} vein 
| Artery —- | — | = _— a Res 
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Exp. No. ITI. | IV. 














Rabbit: sex, body | : ‘ e . 
. . 7 | d Ps oo 
weight (kilos) | 1.5 l 
r > | Non-pro- ; , 7 - | Non-pro- | P = 
| Urea-N teint | Amino-N | Urea-N | tenet f Amino-N 
i( oz) “+ | oe \ , %) ro i o, 
|(mgrm. %) (mgrm. 2)| (mgrm. %) (mgrm. 2% (mgrm. 2%) (mgrm. % 
Hepatic | e " eae ; or 
ys . 4) 5 yA 8. ).! 35. | 2 
Fit | oie | 14 3 180 | 308 | 350 | 4 
blood | Portal} 149 49.6 35.4 18.2 238 | 5.6 
samples vein 
__| Artery | 14.2 32.2 18.0 — as -- 
Intervals (minutes) 70 60 
| Hepatic my or % ; ‘ ary 7 » my my ‘ y : ae a » 
— vein | 25.2 46.2 21.0 21.0 46.2 25.2 
. > . | | | 7 
blood | Portal! o52 | 612 26.0 21.0 35.0 14.0 
samples | vein 
Artery | 25.2 | 42.0 16.8 22.4 (clott)} 28.0 (clott 5.6 





Exp. No. V. VI. 





Rabbit: sex, body : . ‘ g 
° : ¢ 1.6 1.5 
weight (kilos) 
, + No -pro- . + + - No -pro- . - 
Urea-N | OPPO" | amino-N | Urea-N rhe Amino-N 
»~| tein-N |; ; , tein-N 
(mgrm. %) (mgrm,. %o) (mgrm. % )| (mgrm. %0) 














PS Se eee |(mgrm. % ) (mgrm. 2) 
| Hepatic m | . > : : 
7s ° 28.0 2. 9.€ 23.0 8. 
~ oe ae 8. 42.0 14.0 19.6 8.( 4 
on Se Nos gl 35.0 18.2 112 | 25.2 13.0 
samples| vein 
| Artery | 21.0 25.2 4.2 14.0 26.6 12.6 
Intervals (minutes) 31 10 
| Hepatic) 5 ‘ 
: * 21.0 30.0 30.8 8 
Second | vein 21. D.( 14.0 14.0 0.8 16.8 
> « 
blood ] ortal 19.4 40.2 20.8 11.2 32.2 21.0 
samples | vein 
Artery 14.0 32.2 18.2 15.4 32.6 7.2 





Exp. No. | VII. VIII. 





Rabbit: sex, body 1.6 9 1.6 


weight (kilos) 
‘ ~ + = Non- yro- ° - + - Non- ro- . - 
| Urea-N a-Pro- | Amino-N | Urea-N hem Amino-N 
|(mgrm. 2 tein-N mgrm. %) (mgrm. 9 tein-N (mgrm. 7%) 
* 79/\ (mgrm. % ssmamthcea 8M. 72) (merm. % cited 

















._, | Hepatic! 966 37.8 11.2 19.6 33.6 14.0 
First vein | | 
> © } | o - 
woes | See! (as gag | 154 112 364 | 25.2 
samples | vein 
Artery | 16.8 3.0 | 112 11.2 28.0 16.8 
Intervals (minutes) 32 42 
Hepatic | - 5 
: P 20.8 2.0 21.2 2.6 37.8 25. 
Second vein 4 12.6 , D1 
> " 
ae | etl os | lei ms 12.6 39.2 26.6 


samples| vein 
Artery 20.8 32.2 11.4 12.6 39.2 26.6 
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In comparing the urea-nitrogen concentration and the amino-acids fraction in the 
blood obtained from the hepatic vein, the portal vein and the artery, it was found that of 
the first collections of blood Exps. I and III showed no difference in the urea-nitrogen con- 
tent, in Exps. IT, IV, V, VI, VII and VIII, the urea-nitrogen concentration of the 
hepatic vein was seen more or less greater than that of the portal vein and the artery, 
and that of the portal vein blood was almost equal to that of the arterial blood or little 
more. In the first blood samples from the three vessels, the four experiments (Exps. V, 
VI, VII & VIII) showed more or less an increase of the urea-nitrogen content, giving 
an average value of the urea-nitrogen and the non-protein nitrogen as follows : 


Table IT. 








Source of Blood Hepatic vein | Portal vein Artery 
Urea-N (mgrm. 2%) 23.45 14.0 15.75 
Non-protein-N (mgrm. 2 35.35 32.2 26.95 
Amino-N (mgrim. 2) 11.90 18.2 11.2 


The blood urea-nitrogen content of the hepatic yein showed about 492¢ greater than 
that of the portal vein, while that of the portal vein was found a little less than that of 
the artery or almost the same as it. 

Nencki, Pawlow and Zaleski,™ Bied] and Winterberg,™ Folin and 
Denis™ observed that the ammonia content of the blood of the portal vein was much 
greater than that of any other. Barnett and Addis agreed, seeing the increase of the 
blood ammonia much retarded when the urea was intravenously injected into the animal 
with its circulation in the intestinal tract excluded, that the intestinal tract plays a very 
important rdle in decomposing ureg into ammonia. It is a fact beyond any doubt that 
the blood is more or less diluted in the portal system, and this evidence forms also a base 
to explain that the urea content of the arterial blood is reduced in the portal vein. 

Now turning to the second collection of blood we find that only in Exps. VI & VII 
the blood urea-nitrogen content in the hepatic vein was greater than that of the portal 
vein ; in all of the other experiments there was no difference demonstrable. In all experi- 
ments, except Exps. VI & VII, the blood urea-nitrogen concentration in the artery, portal 
and hepatic veins are nearly the same, as in the first blood collection of Exps. I, IT & ITI. 

As to the amino-acids fraction, in all of the experiments but Exp. V it is found to be 
the highest in the blood of the portal vein. It is of interest that in Exp. VIII, at the 
second collection of blood, there was no difference in the amino-acids fraction noted in all 
the bloods. 


Thus, the analysis of the first blood asmple in Exps. I, IT & ITI and 
the second ones in almost all experiments did not yield evidence that the 
formation of urea takes place in the liver, based on the blood urea-nitrogen 
concentration. It is proper to think, from this fact that at the time of 
the second collection of blood the urea-forming function in the liver was 
already lost, so also at the first collection in Exps. I, II & ITI, showing that 
even under our careful treatment this function of the liver is easily disturbed. 
None of the urea- and the non-protein nitrogen contents in all the blood 
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samples agrees with one another at the time of the first and second collec- 
tion of blood ; sometimes (second blood samples of Exp. V IIT) even showing 
no difference either in the urea- nor in the non-protein nitrogen contents be- 
tween the three blood samples. 

Discrepancy of the views with regard to the urea formation in the 
liver may be partly attributed to the delicate character of the liver func- 
tion, at least so far as the urea synthesis is concerned, which seems to be 
vasily disturbed by even mild experimental treatments. But from the 
experimental data it seems probable that the liver is one of the most im- 
portant organs for the formation of urea. 

As to the vegetative nerve supply in the liver there are many reports 
besides those of sympathetic accelerating and parasympathetic inhibiting 
innervations in relation to glycogen decomposition. Eigar‘® saw the in- 
crease of the gall secretion when the vagus was stimulated in the thoracic 
cavity and Heidenhain’” noticed that atropine arrested the secretion of 
gall. Junkersdorf™ observing the existence of protein in a muddy mass 
in the parenchyma cells of the liver called it a “ protein-depot ” in the 
organ. This protein-mud was lost sight of when adrenaline was given to 
the animal (Stiibel’). Rossi inferred that when atropine is injected 
into an animal or the vagus cut, the liver undergoes regular changes 
microscopically seen ; the liver cells decreasing in volume and Benda’s 
granules increasing in number. Thus the liver seems to be doubly inner- 
vated by the sympathetic and parasympathetic nerves, but how does it 
undergo the neryous control towards desamination and urea synthesis, 
remains still unknown, and is a problem very difficult to investigate. 

On the other hand, it is a question whether the liver is a depot for 
urea, or its antecedent amino-acid or ammonia. It has already often been 
described that the urea content in the liver tissue is not so much increased as 
that in the tissues of the other organs or the blood (Gscheidlen,” Mar- 
shall and Davis, Inada”). It is questionable, whether we can 
draw an inference that an organ is neither an important urea synthetic 
organ nor a depot for urea, because of the fact that the urea content in its 
tissue is not seen to increase. Van Slyke and Meyer* observed that 
74) Eigar, Zeitschr. f. Biol, 1915, 66, 229. 

75) Heidenhain, cited by Greving in Miiller’s “ D’e Lebensnerven,” Berlin 
1924, 284. 
76) Junkersdorf, Pfliiger’s Arch., 1921, 186, 238. 
77) Stibel, Pfliiger’s Arch., 1920, 185, 84. 
mo 


78) Rossi, cited in Berichte ti. d. ges. Physiol., 1922, 9, 72. 
79) Inada, Fukuoka-Ikadaigaku-Zasshi, 1918, 11, 437 (Jap.). 
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after the administration of amino-acid, the liver takes in the amino-acid 
more quickly and in a larger amount than the muscles, and that when the 
amino-acid content decreased in the liver the urea content of the blood 
increased. Against this view Folin™ asserted that the liver’s taking in 
of a great quantity of amino-acid never constitutes a proof of its being an 
urea-forming organ. Inada saw in a normal rabbit after examining the 
non-protein nitrogen content in its various organs and its blood, that it was 
least in blood, next came the brain, and that the muscles contained the 
largest quantity. Besides these organs, little difference was noted in the 
liver, spleen, kidney, intestine and lung. 

Considered from my comparison of the urea- and the non-protein nitro- 
gen contents in the blood going in or out of the liver, experiments in 
which the blood urea content of the hepatic vein was found much more 
increased than that of the portal vein, or in other words, that which could 
prove the energetical urea formation in the liver showed the total nonpro- 
tein nitrogen content of the hepatic vein much higher in value than that 
of the portal vein. Exps. IV, V, VI and VII belonged to this class. 
Of these Exp. IV showed that the non-protein nitrogen of the hepatic 
vein was 30.0 mgrm. 24 and the urea-nitrogen 30.8 mgrm. 24, while the 
portal vein showed only 25.8 mgrm. % of non-protein nitrogen and 18,2 
mgrm. % of urea-nitrogen, indicating that the urea-nitrogen content of the 
blood in the hepatic vein was much higher in value than the non-protein 
nitrogen of the blood in the portal vein. In the second blood sample, in spite 
of the urea-nitrogen content being almost of the same value in all the vessels, 
and of the amino-acids fraction value being increased in the portal vein, the 
non-protein nitrogen in the hepatic vein so increased that it stood 46.2 
mgrm. % against 35.0 mgrm. % of the portal vein. In this experiment 
as well as in Exps. V, VI & VII, the water detaining function in the liver 
is not sufficient to explain the high value of the non-protein nitrogen in the 
hepatic vein. In the experiments where the blood urea-nitrogen content 
in the hepatic vein neither showed any distinct increase nor increased at 
all, compared with that of the portal vein, that is, the liver did not in- 
dicate any evidence of urea formation process, the non-protein nitrogen 
content of the portal vein was found to be of higher value than that of the 
hepatic vein, or similar to it. In all of those in the second collection of the 
blood it was noted that the non-protein nitrogen content of the portal vein 
was much higher than that of the hepatic vein. In Exp. VIII the first 
blood sample showed a significantly greater content (75% greater) of the 
urea-nitrogen in the hepatic vein in comparison with that in the portal 
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vein, but the non-protein nitrogen in the portal vein higher than that in 
the hepatic vein. Some showed the amino-acids fraction in the arterial 
blood greater than that in the hepatic vein (the first and second blood samples 
of Exps. VI & VIII and the second blood samples of Exp. V), while there 
is no instance in which the urea-nitrogen content of arterial blood was higher 
than that of hepatic venous blood. 

These mutual relations being considered, it must be recognized that 
the liver occupies a very important position in urea formation. It appears, 
moreover, to possess the function of detaining the amino-acids fraction or at 
the same time the urea-nitrogen. It is understood that urea is sometimes 
formed directly from the amino-acids fraction of the portal vein and sent 
to the hepatic vein. 

A greater part of the amino-acid fraction imported into the liver is 
absorbed through the portal system, probably by the digestive tract, and 
the amino-acids which form some part of the amino-acids fraction will be 
partly reformed into protein bodies in the liver, must be contained. With 
regard to the position of the organs other than the liver and the portal 
system, for instance, like the muscles, as the sourse of non-urea-residual 
nitrogen, it is demonstrated in Exps. VI & VIII that the amino-acids 
fraction of the arterial blood is greater than that of the hepatic vein. 
But its difference is so meagre that it hardly goes over the limit of techni- 
cal error. When we recollect that Inada” observed that a large quantity 
of non-protein nitrogen is contained in the muscular tissues, and that ac- 
cording to Van Slyke and Meyer’s” experiments, the amino-acid is 
taken up first by the liver quickly and in a large quantity, and then by 
the muscular tissue, it appears we can not think lightly of the muscle as a 
depot for non-protein nitrogen. But evidence brought out by my experi- 
ments that the arterial blood is very low not only in its urea-nitrogen 
content but also in its total non-protein nitrogen content, compared with 
those of the hepatic vein, seems to show that the muscle plays no big rdéle 
in the normal nitrogen metabolism. 

It would be interesting to assume that the amino-acids or similar nitro- 
genous substances having passed through the gate-way of the liver are taken 
in and embraced by the muscle tissue. Some of my experiments and also those 
of Van Slyke and Meyer’s” stand in accordance with this hypothesis. 

The regulation of the absorption in the digestive tract, especially in 


the intestine, by the vegetative nervous system, lacks clearness. Reid” 


80) Reid, Journ. Physiol., 1896, 20, 298. 
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infers that atropine has an inhibitory action upon the amino-acid absorp- 
tion of the intestines, an argument supported by Nakamura.” But then 
they could detect no effect from pilocarpine and adrenaline. Concerning 
the absorptive function of the intestines, Oshima™ insists that pilocarpine 
and vagus stimulation augment the absorption of water and salt in the 
intestines, and that atropine and splanchnic stimulation depress it. Thus 
it seems that the absorption in the intestine is increased by the excitement 
of the parasympathetics, while it is inhibited by their paralysis or by the 
excitement of the sympathetics. 

On the other hand the secretion of the pancreatic juice is depressed by 
atropine (Pawlow,” Mett,” Kudrewetzki,” Modraskowski,” 
Bylina,” Smirnow™ and Wertheimer and Lepage”) and is in- 
creased by the vagus stimulation and pilocarpine (Babkin and Sawit- 
sch,” Camus and Gley”’). We must consider at this junction the effect 
given by pilocarpine or vagus stimulation upon the vessels in the intestinal 
wall. Contrary to Dixon and Brodie’s” observation that vasoconstric- 
tion was brought out in the isolated intestine by pilocarpine, Koen- 
necke™ showed that the blood vessels of the intestines were dilated by 
vagus stimulation and contracted by sympathetic excitement. 

Briefly speaking, several intestinal functions are accelerated by para- 
sympathetic excitement and the sympathetics stand against them. An in- 
ference may be drown out of this that under the vagus stimulation the 
residual nitrogen, especially the non-urea-residual nitrogen content of the 
blood in the portal vein is first increased, that of the arterial blood is then 
increased. 

Another source thought to affect the blood urea-nitrogen content is the 


81) Nakamura, Tohoku Journ. Exp. Med., 1924, 5, 29. 

82) Oshima, Hokkaido-Igaku-Zasshi, 1925, 3, 111 (Jap.). 

83) Pawlow, Pfliiger’s Arch., 1878, 13; cited in Miiller’s “ Die Lebensnerven,” 
Berlin 1924, 271. 

84) Mett, cited in Miiller’s “ Die Lebensnerven,” Berlin 1924, 271. 

85) Kudrewetzki, cited in Miiller’s “ Die Lebensnerven,” Berlin 1924, 271. 

86) Modraskowski, Pfliiger’s Arch., 1906, 114, 487. 

87) Bylina, cited by Gloss in “ Die Erkrankungen d. Pankreas,” Berlin 1924, 17. 

88) Smirnow, Pfliiger’s Arch., 1912, 147, 234. 

89) Wertheimer and Lepage, cited by Gloss in “ Die Erkrankungen d. Pan- 
kreas,” Berlin 1924, 17. 

90) Babkin and Sawitsch, Zeitschr. f. physiol. Chem., 1908, 56, 321. 

91) Camus and Gley, Arch. intern. de Physiol., 1913, 13, 102. 

92) Dixon and Brodie, Journ. Physiol., 1904, 30, 485. 

93) Koennecke, Klin. Wochenschr., 1922, 1262. 
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urea eliminating organ, which is very important. Urea is excreted not 
only in the kidney but it is often contained thickly in many other secrets, 
so when we discuss the change of blood urea-nitrogen content as a subject 
we must take gastro-intestinal juice, tear, sweat and saliva into considera- 
tion. It is hardly believed that in the rabbit the changes in diuresis and 
in other secretions caused by the stimulation and paralysis of the vegetative 
innervation have any marked effect upon the blood urea-nitrogen concentra- 
tion. 

It may be thus presumed that the increase of the blood residual nitro- 
gen content brought about by the vagus stimulation is due partly to the 
increase of the nitrogenous substances in the portal blood owing to the ac- 
celerated digestive and absorptive function of the intestinal tract. 

As seen in my starvation test, as well as others, the blood urea-nitro- 
gen content gradually decreases from the day of repletion and on the second 
or third starvation day it reaches the height of its decrease. This stage 
seems to indicate the famine of the residual nitrogen depot in the liver 
and portal system, and the gradual increase afterwards is probably due to 
the mobilization of amino-acid stored up in the muscle, or to the decom- 
position of the endogenous protein. This is a production of so-called 
starvation protein decomposition. According to Eppinger and his co- 
workers the starvation protein decomposition seems to be accelerated by 
the thyroid and adrenals. Of adrenaline, I am in great doubt from my 
own experiments as to whether it possesses the function of accelerating the 
mobilization of nitrogen substances stored up in the muscle and other organs 
or endogenous protein substances even in a normal rabbit. There remains 


much room for study concerning these nitrogenous substances. 


CONCLUSIONS. 


1. When the peripheral stump of the vagus is stimulated or the 
parasympathetic stimulants, such as pilocarpine and choline, are admini- 
stered the blood urea- and residual nitrogen contents are increased. On the 
contrary, if atropine is given, these nitrogen substances decrease more or 
less. If atropine is used together with pilocarpine the augmentative action 
of the latter is arrested. The stimulation of the central stump of the vagus 
lessens the blood urea- and residual nitrogen contents, in opposition to the 
stimulation of the peripheral stump of the nerve. 

2. After the injection of adrenaline, the stimulation of the splanch- 
nics or piqfre, the blood urea-nitrogen and the residual nitrogen contents 
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rather show a tendency to decrease. 

3. When a rabbit with its spleen extirpated is stimulated in the 
vagus, the blood urea-nitrogen increases while the blood residual nitrogen 
content does not increase, or rather decreases. 

4. When the vagus of nephrectomized animals is stimulated, the 
residual nitrogen content of the blood increases, but the urea-nitogen con- 
tent does not, and the amino-acids fraction increases. 

5. The blood of the liver vein contains apparently more urea-nitro- 
gen than that of the portal vein or the artery. In opposition to this, the 
blood of the portal vein contains a much greater quantity of amino-acids 
fraction than that of the liver vein or the artery. 
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I. THe Errectr or GUANIDINE UPON THE BLoop 
UREA-NITROGEN CONCENTRATION. 


Since the physiological action of guanidine compound is considered to 
have a direct or indirect relation with the functions of the liver, the be- 
tween-brain and the vegetative nervous system, I intend to ascertain wheth- 
er the blood urea- and non-protein nitrogen concentrations, which have 
been made plain in the foregoing report to have a close relation with these 
functions, are affected by guanidine, and to elucidate the relation between 
guanidine and the metabolism of the nitrogen substances. 

Frank, Stern and Nothmann,” Fuchs,” Kirschbaum® and 
Pollak® proved experimentally that the symptom of the guanidine in- 
toxication in the animal is very much like the mesencephal-striar syn- 
drom in the human body, and it is a well-known fact that the diseases of 
these parts of the brain are often accompanied by a disturbance of the liver 
functions. 

It is often inferred that guanidine base affects the function of the ve- 
getative nervous system. Harnack and Witkowski” observing in a 


1) Frank, Stern and Nothmann, Zeitschr. f. d. ges. exp. Med., 1921, 24, 341. 
2) Fuchs, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharm., 1923, 97, 79. 

3) Kirschbaum, Deut. Zeitschr. f. Nervenheilk., 1923, 77, 251. 

4) Pollak, ibid., 1923, 77, 256. 

5) Harnack and Witkowski, Schmiedeberg’s Arch., 1875, 5, 429. 
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frog heart that its muscarine stand-still is excluded by the administration 
of guanidine and that when it is poisoned with guanidine it can not be 
brought to a stand-still by the stimulation of the heart vagus, inferred that 
this pharmaca paralises the ending of the heart vagus. Putzeys and 
Swaen” showed that under the action of the guanidine the pulse rate of 
a frog heart decreased after a preliminary increase. Major’ also observed 
lessening in the rate of breathing and heart beat, increasing of the ampli- 
tude of the latter by guanidine. Jordan” has stated that change of the 


pulse rate is unsettled, bringing quickly the paralysis of the vagus. Ac- 


cording to Jordan” and Loewit” it first raises and then depresses the 
blood pressure. Major and Stephenson™ demonstrated a prolonged 
rise of the blood pressure of a dog by guanidine, and Major” maintained 
the retention of guanidine base as a cause of hypertention. According to 
Ono’s" experiment, certain vessels are first dilated and then contracted by 
guanidine, while some others are dilated throughout. Fiihner™ saw the 
survived intestine much strengthened in its tonus by guanidine. The same 
result was manifested on the stomach of a frog. Ono observed that the 
isolated intestine of a rabbit is first reduced in its movement and tonicity 
by guanidine, afterwards the movement being excited and the tonus streng- 
thened. Such effects could be demonsrated also in the intestine previously 
atropinized. Recently Komarrow™ showed in dogs that not only is secre- 
tory function of the bowels accelerated by methy]l-guanidine, but also that of 
many other glands and that this action is not arrested by atropine. Thus 
though a majority of investigators assumed the chief effect of guanidine com- 
pounds upon the vegetative nervous system as paralysing the vagus ending, 
their pharmacological actions can not be explained, as stated above, simply 
by the paralysis of the vagus endings only. As they physiologically exist in 
the animal body Komarrow™ considered them a hormone-like substance. 

The following experiments were performed to investigate the change 
of the blood urea- and residual nitrogen concentrations brought about by 


guanidine base. 


6) Putzeys and Swaen, Pfliiger’s Arch., 1896, 12, 597. 
7) Major, Americ. Journ. Med. Assoc., 1924, 83, 81. 
8) Jordan, Biochem. Zeitschr., 1907, 10, 268. 
9) Loewit, Schmiedeberg’s Arch., 1908, 73, 12. 
Major and Stephenson, Bull. Johns Hopkin’s Hosp., 1924, 35, 140. 
Ono, Kyoto-Igakkwai-Zasshi, 1921, 18, 177 (Jap.). 
Fiihner, Schmiedeberg’s Arch., 1917, 82, 51. 
Komarrow, Biochem. Zeitschr., 1924, 147, 221. 
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Exp. I. August 20, 1924. Rabbit 6. Body weight 1.2 kilos. 
Time Urea-N  [Non-protein-N| Amino-N ,— 
| (mgrm. %) | (mgrm. %) | (mgrm. % ; 
215 23.8 35.0 11.2 
2% 23.8 35.0 11.2 
2 2.4 cc. 2% hydrochloric 
guanidine subcutaneously 
injected. 
30 18,2 30.8 12.6 
3 14.0 28.0 14.0 
500 25.2 37.8 12.6 
Exp. II. August 22, 1924. Rabbit 6. Body weight 1.2 kilos. 
r 
: Urea-N_ |Non-protein-N} Amino-N - 
Time (mgrm. %) | (mgrm. %) | (mgrm. %) | Remarks 
1020 16.8 308 | 140 
105° 16.8 30.8 14.0 
105 3.0 ce. 2% hydrochloric 
| guanidine subcutaneously 
injected. 
1145-11” 11.8 20.2 8.4 
1155_1200 16.8 272 | i112 
156_203 16.8 27.2 11.2 
330 20.2 314 11.2 
Exp. III. August 18,1924. Rabbit 6. Body weight 1.4 kilos. 
Time Urea-N_ |Non-protein-N); Amino-N ,— 
(mgrm. %) (mgrm. 9%) | (mgrm. 2%) ’ 
1010 25.2 «| 35.0 | 9.8 | 
10 25.2 | 35.0 9.8 
10°? 2.1 cc. 2% hydrochloric 
guanidine subcutaneously 
| injected. 
1110 21.0 | 322 | 112 | 
1158 84 | 23.8 | 154 
135 224 | 322 | 9.8 
Exp. IV. November 12, 1924. Rabbit 6. Body weight 1.6 kilos. 
i 
Time Urea-N \Non-protein-N) Amino-N a 
. (mgrm. %) | (mgrm. 2%) (mgrm. %) iis 
- - — —EE { ee — -— ———eee _ 
10% 16.8 20 | ne | 
1015 5 cc. 52% hydrochloric 
guanidine subcutaneously 
injected. 
10%-1115 23.8 35.0 11.2 Convulsive breathing, diar- 
rhoea, salivation, opistho- 
tonus, twitchings of man- 
dible, nervousness. 
100_414 28.0 35.0 | 7.0 ™ 
310_g2 32.2 49.0 16.8 pe 
505% 35.0 56.0 21.0 No fibrillar twitching, no 


convulsion. 
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Exp. V. December 26, 1924. Rabbit 9. Body weight 1.7 kilos. 
| 





Urea-N |Non-protein-N| Amino-N 
(mgrm. %) | (mgrm. %) | (mgrm. %) 
10” 14.0 29.4 15.4 
10% 5 cc. 5% hydrochloric 
guanidine subcutaneously 
injected. 

10% 16.8 33.6 16.8 Conditions as in Exp. IV. 
11” 25.2 44.8 19.6 

230 28.0 47.6 19.6 

§°0 35.0 60.4 25.4 No fibrillar twitching, no 
convulsion. 


Time Remarks 








Exps. I, II and ITI, in which 30-50 mgrms. guanidine chloride per kilo body weight 
was injected subcutaneously, showed no other significant symptoms beyond their ears be- 
coming cold with contracted blood vessels and a slight hypersensitiveness being brought 
about. In Exp. I the blood urea-nitrogen content was found decreased 20 minutes after 
the injection and was 582 of the original value after an hour, but recovered after 2 1/2 
hours. The residual nitrogen content decreased almost in parallel with the urea-nitrogen 
value. The amino-acids fraction showed some increase an hour after the injection, but did 
not go over the limit of experimental error. Also in Exp. II the urea-nitrogen content 
was reduced but recovered its former value after an hour. The residual nitrogen value 
seemed to have decreased in parallel with the urea-nitrogen, but its diminishing rate was 
slightly stronger than that of urea and its recovery was rather slow. In Exp. III the 
urea-nitrogen content showed a distinct decrease an hour after the injection, almost re- 
covering after about 2 1/2 hours. The residual nitrogen content decreased in concert 
with the urea-nitrogen content but at a smaller rate, accordingly the amino-acids fraction 
rather showing a slight increase at the height of the decrease of the urea-nitrogen content. 

It appears, thus, that a guanidine in such dose produces a temporary decrease of the 
blood urea- and residual nitrogen contents. A comparatively large dose of guanidine 
chloride was injected in Exps. IV and V, bringing some other change in the urea- and re- 
sidual nitrogen concentrations than the proceeding experiments. Soon after the injection 
of the drug the ear vessels were seen intensely contracted, the breathing becoming con- 
vulsive, hard inspiration, later tachypnoic and irregular; the pupils contracted, afterwards 
dilated, vigorous salivation, frequent defecation till diarrhoea, moving often the mandible 
(caused by salivation ?), disquietness and nervousness, often opisthotonus. Fibrillar twich- 
ing was not distinct. The animal died before twenty four hours had passed. The urea- 
and residual nitrogen concentrations showed both remarkable increase after the injection. 
The increase of the latter first going almost parallel with that of the former, but later be- 
coming far superior. The amino-acids fraction made a great increase at this period. 


From these experiments we have come to know that when 30-50 
mgrms. guanidine chloride per kilo body weight is subcutaneously injected 
ints a rabbit, the urea- and residual nitrogen contents decrease for a time, 
while, contrary to this, if a large dose, say 150 mgrms. per kilo body 
weight, is injected, they make a gradual increase, keeping it up even after 
7 hours. This means that guanidine base exhibits different actions accord- 


ing to its dosage so far as the urea- and residual nitrogen contents of the 
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blood are concerned. 
Respecting the actions of guanidine base upon the vegetative nervous 
system, Harnack and Witkowski™ and Jordan” think that the vagus 


» believes that guanidine accelerates the 


endings are paralysed, while Ono 
movements of the intestine by stimulating the autonomic nerve apparatus. 
With the paralyzed vagus the decrease of these substances due to a small 
dose of guanidine may be explained, as atropine can reduce the urea- and 
residual nitrogen contents of blood (Part III of this paper), but it is dif- 
ficult to elucidate the increase of these substances when a large dose is given. 
According to Komarrow™ and Ono™ the augmented secretion and move- 
ment of the intestines brought about by guanidine can not be arrested 
by atropine. Thus we see that this pharmaca may have the action of 
paralysing the vagus, but there seem to be many symptoms of the guani- 
dine poisoning that can not be explained by the actions brought upon the 
vegetative nervous system. 

The evidence that guanidine base can give rise to tetany-like syn- 
drome (Koch, Paton and Findlay”) and that the tetany patient shows 
an increase in guanidine elimination (Findlay and Sharpe,” Nat- 
trass and Sharpe”) seems to reveal some possible connection between 
guanidine action and thyroid and parathyroid function. Guanidine-tetany 
resembles parathyroid-prive and essential tetany with regard to the ex- 
changes of calcium, ammonia, fat and other things. Carlson and Clara,” 
observing the increase of the ammonia content of the blood in a thyroid- 
and parathyroid-prive animal, inferred that a tetany attack is caused 
from the ammonia accumulation in the blood. According to Wilson, 
Stearns and Janney” the ammonia value and the acidity of urine de- 
crease after the extirpation of the parathyroid gland, but go up as tetany 
attack has manifested itself. Watanabe™ has showed that guanidine 
brings about acidosis and an increase in the ammonia content of urine, 
also a reduction of the blood calcium content. It is an acknowledged fact 
that calcium in the blood is decreased in tetany. 

The thyroid gland possesses the function of accelerating nitrogenous 


14) Koch, Journ. Biol. Chem., 1912, 12, 313. 

15) Patonand Findlay, Quart. Journ. Med., 1917, 10, 135. 

16) Findlay and Sharpe, Quart. Journ. Med., 1920, 13, 433. 

17) Nattrass and Sharpe, Brit. Med. Journ., 1921, 2, 238. 

18) Carlson and Clara, Americ. Journ. Physiol., 1910, 25, 403 & 1911, 28, 18. 
19) Wilson, Stearns and Janney, Journ. Biol. Chem., 1915, 23, 123. 

20) Watanabe, Journ. Biol. Chem., 1918, 3, 51. 
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metabolism, and it is possible to assume that guanidine has some antagonis- 
tic actions on the thyroidea or the parathyroidea. Based on this view 
the decrease of the urea- and non-protein nitrogen content of the blood due 
to guanidine administration, can be explained by the relative disturbance 
of the thyroid function. 

On the other hand, Kirschbaum” observed that, during the guani- 
dine intoxication or when the functions of the liver were disturbed by 
Eck’s fistula or phosphor poisoning, a certain change was brought about 
in the ganglion cells in the between-brain, and the animal manifested a 
definite morbid condition. Whether the cause of this pathological change 
is guanidine poisoning or the functional disturbance of the liver is yet an 
unsettled question. If a functional disturbance of the liver is brought 
about by guanidine poisoning the decrease of the urea- and non-protein 
nitrogen content of the blood can easily be explained. It is a problem re- 
quiring further study to decide what change is brought upon the between- 
brain by a guanidine intoxication. The between-brain plays a very 
important part in metabolism, and together with the regulative cen- 
tres of carbohydrate, water and salt metabolism as well as the body tem- 
perature, a centre regulating the nitrogen metabolism may presumably 
exist in this part of the brain. It is also surmised that the centre of the 
vegetative nervous system, which has a close relation with nitrogen meta- 
bolism, lies in this part. ‘Thus, the increase or decrease of the urea- and 
non-protein nitrogen content of the blood may also be attributed to a func- 
tional change in these centres, such as excitement or depression caused by 


temporary guanidine poisoning. 


II. THe EFrect oF THE INSULINE UPON THE BLOop 
UREA-NITROGEN CONCENTRATION. 


The pancreatic increte has an important action, not only on carbo- 
hydrate metabolism but also on the exchange of nitrogenous substances and 
mineral stuff. Minkowski* observed that when the pancreas was re- 
moved, besides causing glycosuria, the elimination of nitrogenous sub- 
stances increased, and the sugar and the nitrogen excretion kept up almost at 
a definite ratio(D/N). Also Falta and Whitney™ demonstrated in a dog 
from which the pancreas had been removed an increase in the elimination 


21) Minkowski, Schmiedeberg’s Arch., 1893, 31, 85, 
22) Faltaand Whitney, Hofmeister’s Beitr., 1908, Il, 224. 
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of nitrogenous substances and urine ashes. Experiments similar to this 
were repeated by Kaufmann,” Liithje,” Almagia and Embden,” 
Mohr,” Falta, Grote and Stihelin,”” Murlin and Kramer,” 
Moorhouse, Putterson and Stephenson™ and others. According to 
Landergreen,™ the increase of the elimination of the protein disintegra- 
tion products in a pancreatomized animal is probably due to the lowering 
of the carbohydrate content in the organ. Okada and Hayashi™ showed 
that when a dog’s pancreas was extirpated, the anino-acid value of the 
blood was remarkably increased. Besides these authors, Mori, Takita 
and Hiyama™ and others noticed, during their insuline treatment of dia- 
betes, a2 reduced elimination of the nitrogen substances. Aoki*® observed 
in a dog fed on a diet consisting chiefly of carbohydrate, that an injection 
of insuline caused no change or only a slight increase in the total nitrogen 
and ammonia, and an increase in the urea-nitrogen. Horino™ reports 
that the amount of chloride and non-protein and urea-nitrogen concentra- 
tions of the blood increased when the insuline treatment was kept up. Thus 
regarding the action of insuline on the end-metabolism of nitrogenous sub- 
stances, we have yet no agreement of opinion. 

In the following series of experiments on a rabbit, a marked 
decrease of the urea- and non-protein nitrogen contents of the blood, which 
might well be compared with that of blood sugar in degree, was demonst- 
rated through the use of insuline. In them, together with non-protein 
and urea-nitrogen contents the sugar value of the blood was measured by 
Bang’s method as reference. The rabbit used had both the large auricu- 


lar nerves and cervical sympathetics previously cut. 


23) Kaufmann, Cpt. rend. d. soc. biol., 1896, 14, 227 

24) Liithje, Miinch. med. Wochenschr., 1902, 1601. 

25) Almagiaand Embden, Hofmeister’s Beitr., 1905, 7, 298. 

26) Mohr, Zeitschr. f. exp. Pathol. u. Therap., 1907, 4, 910. 

27) Falta, Grote and Stihelin, Hofmeister’s Beitr., 1907, 10, 199. 

28) Murlinand Kramer, Journ. Biol. Chem., 1916, 27, 486. 

29) Moorhouse, Putterson and Stephenson, Biochem. Journ., 1915, 9, 171. 
30) Landergreen, cited by Mohr.** 

31) Okada and Hayashi, Journ. Biol. Chem., 1922, 51, 121. 

32) Mori, Takitaand Hiyama, Nippon-Naikagakkai-Zasshi, 1925, 13, 278. (Jap.). 
33) Aoki, Nippon-Naikagakkai-Zasshi, 1925, 13, 276. (Jap.). 

34) Horino, Nippon-Naikagakkai-Zasshi, 1925, 13, 273. (Jap.). 
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Rabbit 2. Body weight 1.5 kilos. 


















































1 r lw . wl . y | 
: Urea-N |Non-protein-N} Amino-N | Blood sugar | ’ 
Time (mgrm. %) | (mgrm. %) | (mgrm. %) | (mgrm. %) Remarks 
| 
10 18.2 28.0 9.8 | 95 
11° | 3 units insuline subcu- 
| taneously injected. 
120 14.0 21.0 7.0 50 
200 11.2 14.0 2.8 42 
400 7.0 9.8 2.8 54 
6” 18.2 23.8 5.6 79 No convulsion. 
Exp. VII. October 1, 1924. Rabbit 9. Body weight 1.5 kilos. 
| Urea-N \Non-protein-N| Amino-N | Blood su 
. | s 2 é + sugar -= = 
Time (mgrm. %) | (mgrm. %) | (mgrm. 2) | (mgrm. 2%) | Remarks 
| | 
| 
10% | 22.4 35.0 12.6 89 
1000 | 3 units insuline subcu- 
taneously injected. 
' | y inf 
11° =| 16.8 18.2 1.4 80 
36 16.8 19.6 2.8 64 
65 22. ~ 35.0 12.6 125 
g20 | 23.8 36.4 12.6 83 | No convulsion. 
Exp. VIII. October 6, 1924. Rabbit ¢ 3ody weight 1.6 kilos. 
. | Urea-N \Non-protein-N| Amino-N | Blood sugar | >. bz 
Time (mgrm. %) | (mgrm. %) | (mgrm. %) | (mgrm. %) Remark: 
| } 
10% 132 | 382 14.0 71 
10° 3.5 units insuline subcu- 
taneously injected. 
12% 14.0 21.0 7.0 36 
250 15.4 16.8 1.4 43 1™® convulsions. 
550 | 19.6 35.0 15.4 77 
Exp. IX. October 13, 1924. Rabbit. 6. Body weight 1.5 kilos. 
| 
: Urea-N |Non-protein-N| Amino-N | Blood sugar ' bai 
Time (mgrm. %) (mgrm. %) (mgrm. %) | (mgrm. %) Remarks 
} | 
10° | 9.8 | 21.0 11.2 95 ¢ 
11” | | 3 units insuline subcu- 
taneously injected. 
12° 4.2 9.8 5.6 45 
250 7.0 16.8 9.8 37 | 19_318 convulsions. Re- 
600 7.0 16.8 9.8 | 68 | spirationstopped. Ar- 


|  tificial respiration. 











276 K. Tashiro 


2 


Exp. X. September 22, 1924. Rabbit 6. Body weight 1.3 kilos. 














Ti | Urea-N \Non-protein-N) Amino-N | Blood sugar | oe 

me | (mgrm. %) | (mgrm. %) | ( 2%) | ( 2) | aes 

-%e)| (mgrm. %) | (mgrm. %) | (mgrm. 76) | 
1030 18.2 28.0 9.8 107 
115 3 units insuline.subcu- 
taneously injected. 

1230 9.8 | 16.8 7.2 46 

915 11.2 «| 16.8 5.6 2 1°-219 convulsions. 

415 210 | 308 9.8 122 

6h 25.2 | 35.0 9.8 151 


In Exps. VI and VII no convulsion was brought about by the insuline injection and 
the rabbit showed nothing but comparatively mild symptoms of becoming exhausted, its 
ear vessels being contracted and cyanosis having been produced. In Exp. VI an hour 
after the injection the urea- and non-protein nitrogen content began to show a marked 
decrease, continuing until it reached the maximum in 5 hours, while the blood sugar had 
come down to the minimum 3 hours after the injection, already showing signs of recovery 
in five hours. In the seventh hour the urea- and the residual nitrogen had already restor- 
ed their original values, or showed a tendency toward restorations, but the blood sugar 
was seen still unrestored. The amino-acids fraction content was noted especially greatly 
decreased. In Exp. VII an hour after the insuline injection the blood sugar showed no 
remarkable decrease, while the residual and urea-nitrogen value of the blood showed a 
great fall. The decreasing extent of the residual nitrogen was much greater than that of 
the urea-nitrogen, and in about three hours the blood sugar reached the highest mark of 
its decrease, at the same time the residual and urea-nitrogen contents retaining the same 
rate as at one hour or more after the injection. About seven hours afterwards the blood 
sugar made a reactional rise, passing over the original value considerably, while the re- 
sidual and the urea-nitrogen content returned completely to their original values. In this 
experiment when the non-protein and the urea-nitrogen concentrations were significantly 
decreased, the amino-acids fraction also made a significant decrease, thus the values of the 
urea- and non-protein nitrogen concentration closely approaching one another. In Exps. 
VII, 1X & X the insuline injection was followed by a convulsion and Exp. VIII showed, 
beside a convulsion for several seconds occurring three hours after the injection, similar 
symptoms as in Exps. VI and VII. One hour after the injection, the urea-nitrogen con- 
tent, together with blood sugar, reached the highest decreasing point, and non-protein 
nitrogen content decrgased most about four hours after. At this stage the blood urea- 
nitrogen content was keeping up its previous amount, the blood sugar barely restored its 
original value and the amino-acids fraction almost disappeared. After seven hours the 
blood sugar, the non-protein and the urea-nitrogen were either restored to their original 
values or were slightly increased. In Exp. IX successive convulsions were observed about 
two hours after the injection. The blood sugar was noticed greatly reduced 1 1/2 hours 
after, but not yet reaching the highest point, also the residual and urea-nitrogen contents 
were significantly decreased. In 3-3} hours the blood sugar showed further decrease, 
while the non-protein and urea-nitrogen both indicated signs of recovery. In 7 hours 
all these three recovered somewhat but did not quite attain their original value. In Exp. 
X similar progress was also noted, but 5 hours after the insuline injection, all these three 
not only recovered their original value, but also exceeded it. In 7 hours the increase was 
still further marked. 
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Thus we see that in rabbits the injection of insuline is followed by a 
marked decrease in the non-protein and urea-nitrogen concentrations whose 
rate can be compared with that of the blood sugar, sometimes being greater 
than that of the latter. The rate of decrease in non-protein nitrogen fre- 
quently is greater than that of urea-nitrogen, so that the amino-acids frac- 
tion is sometimes reduced almost to nothing. The highest points of de- 
crease in residual nitrogen, urea-nitrogen, amino-acids fraction, and sugar 
in the blood do not always agree one with the other. No connection can 
be discovered between the convulsion attack and the reduction in the blood 
urea- or non-protein nitrogen content, or D/N. 

Such an inhibitory action of the insuline upon the nitrogenous me- 
tabolism would not satisfactorily be explained by the hydraemia due to 
insuline or by its actions on the vegetative nervous system, which have 
repeatedly been ascertained by many investigators. There is leaved room 
for further investigation in this respect. 


SuMMARY. 


1, When 30-50 mgrms. guanidine chloride per kilo body weight is 
injected into a rabbit, the blood urea- and the non-protein nitrogen con- 
centration temporarily diminishes, while a larger dosage (about 150 mgrms. 
per kilo body weight) is followed by their gradual increase, which is still 
distinct even after 7 hours have passed. 

2. The subcutaneous injection of 2 units of insuline per kilo body 
weight in a rabbit gives rise to a significant reduction in the urea- and the 
non-protein nitrogen content of the blood to an extent which is well com- 
parable with that in blood sugar, especially the amino-acids fraction shows 
such a great decrease that it sometimes indicates nought. 











Zur Technik der Indigkarminprobe mit besonderer 
Beriicksichtigung der Ausscheidung des 
Indigkarmins aus gesunden Nieren. 


Von 


Dr. med. Masatoki Koike. 
(> i iE ®) 


(Aus der chirurgischen Universitatsklinik von 
Prof. Sh. Sugimura, Sendai.) 


Die im Jahre 1903 von Voelcker und Joseph in die funktionelle 
Nierendiagnostik eingefiihrte Indigkarminprobe findet heute als ein ein- 
faches Hilfsmittel zur Orientierung der einzelnen Nierenfunktion allgemeine 
Anwendung. Diese Probe wird niimlich entweder meistens zum Zweck der 
Chromozystoskopie oder in Kombination mit dem Ureterenkatheterismus 
angewandt (Kapsammer, Thelen, Casper, Steiner, Tanaka). Die 
Einverleibung des Farbstoffes geschah bisher zumeist auf intramuskuliirem 
und zwar intraglutaealem Wege; in neuerer Zeit aber wird die intravendse 
Injektion seit dem Vorschlag Furniss’ von manchen Autoren wie Renile, 
Pflaumer, Janke, Nakagawa, und Egyedi u.a. bevorzugt. Da ich 
bei meiner friiheren Veréffentlichung iiber die Resultate der Indigkarmin- 
probe bei chirurgischen Nierenerkrankungen aus unserer Klinik nicht 
niher auf die intravendse Anwendungsweise des Indigkarmins eingehen 
konnte, so méchte ich hier die Ergebnisse meiner vergleichenden Studien 
iiber die Ausscheidung des Indigkarmins aus gesunden Nieren bei intra vené- 
ser und intraglutaealer Injektion niederlegen, um damit einen Beitrag 
zur Applikationsweise des Farbstoffes zu liefern. 

Voelcker und Joseph empfahlen zu diesem Zwecke zuerst 4%ige 
Suspension des Indigkarmins in physiologischer Kochsalzlésung, spiiter 
aber 0,4%ige Farbstofflisung in 0,6%¢iger Kochsalzlésung. Von der 
letzt genannten Farbstofflésung wurden 20 cem in die Glutaealmuskeln 
injiziert (Vceleker); danach erscheint der Farbstoff bei Nierengesunden 
3 bis 5 Minuten nach der Injektion im Harn, und seine Ausscheidung 
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erreicht ihren Hohepunkt nach 30 bis 45 Minuten post injectionem. Die 
Elimination des Farbstoffes dauert dabei ungefiihr 12 Stunden, und die 
ganze ausgeschiedene Menge im Harn betriigt ein Viertel des injizierten 
Farbstoffes. 

Die Ausscheidung des Indigkarmins beginnt bei der Mehrzahl der 
Nierengesunden bei subkutaner Injektion 4%4iger Farbstoftkochsalzlésung 
nach Suter ungefihr 6 bis 12 Minuten, nach Tanaka 5 bis 10 Minuten 
post injectionem. Nach Kapsammer erscheint der Indigkarmin bei 
gesunden Nieren 10 bis 12 Minuten nach intramuskulirer und nach 
Thomas zumeist 4 bis 15 Minuten nach intraglutaealer Injektion im 
Harn. Was den Verlauf der Ausscheidung des auf genannte Weise 
applizierten Farbstoffes betrifft, so erreicht sie kurz nach seinem ersten 
Eintritt in den Urin ihr Maximum, um dann allmiahlich abnehmend nach 
durchschnittlich 24 Stunden aufzuhéren. 

Furniss, der die Nachteileder intramuskuliren Injektion zu umgehen 
versuchte, kam zu dem Resultat, dass der Farbstoff in Nierengesunden bei 
intravenéser Injektion von 5 bis 10 ccm einer 0,3%igen Lésung 2 bis 6, 
durchschnittlich 3,5 Minuten post injectionem in den Harn eintritt und 
grésstenteils innerhalb der ersten 15 bis 20 Minuten ausgeschieden wird. 
Renile injizierte 3 cem einer Lésung von 0,15 g Indigkarmin in 20 cem 
destillierten Wassers intravends, nachdem er den zu Untersuchenden vor- 
her zwei Glas Wasser hatte-trinken lassen. Dabei begann die Ausschei- 
dung in der Regel 3 bis 5 Minuten post injectionem und erreichte 2 Minu- 
ten darnach ihre maximale Konzentration. Der Farbstoff wurde dann 
innerhalb weiterer 3 bis 5 Minuten meistenteils ausgeschieden und ver- 
schwand erst nach 90 Minuten post injectionem spurlos im Harn. 

Pflaumer, der eine Lésung von 0,01 bis 0,02 g Indigkarmin in 4 
bis 5 cem destillierten Wassers herstellte und mit Riicksicht auf das Kér- 
pergewicht des Kranken davon Gebrauch machte, beobachtete, dass der 
Farbstoff 2,5 oder spiitestens 4 Minuten nach intravenéser Injektion in den 
Harn iibergeht, um dann 5 Minuten post injectionem seine maximale 
Ausscheidung zu erreichen. Die Fiirbung des Urins beginnt, schon 10 
Minuten nach der Injektion deutlich abzublassen, dauert jedoch noch bis 
zu einer oder zwei Stunden an. Nach Janke wird 20 bis 382, durch- 
schnittlich 2594, von der injizierten Farbstoffmenge bei intravenéser 
Injektion von 2,5 bis 5 ccm 0,4%iger Indigkarminlésung im Harn aus- 
geschieden, und zwar drei Viertel davon innerhalb der ersten 15 Minuten. 
Nakagawa sah, dass die Ausscheidung des Indigkarmins bei Nierenge- 
sunden innerhalb 15 Minuten nach intravenéser Injektion von 5 ccm 0,4% 
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iger Farbstoffkochsalzlésung ihr Maximum erreichte. 

Aus dem oben Erwihnten geht hervor, dass die Beobachtungsresultate 
der Autoren iiber den Beginn, den Verlauf der Indigkarminausscheidung 
und die ausgeschiedene Menge innerhalb bestimmter Zeitabschnitte je nach 
der Anwendungsweise des Farbstoffes ziemlich variieren. Ich habe die 
Probe bei 20 Nierengesunden unter mdglichst gleichen Bedingungen der 
Untersuchten, nimlich zwischen zehn Uhr vormittags bis Mittag, ohne 
Fliissigkeitsaufnahme zu gestatten, angestellt. Zum Auffangen des Urins 
wurde der Nelatonkatheter so weit in die Blase eingefiihrt, dass der Urin 
erst bei mehr oder weniger gefiillter Blase herauszufliessen begann. Nach 
Entleerung der Blase durch den Katheter und nach Injektion der Farb- 
stofflésung wurde auf den ersten Eintritt der Farbe im Urin geachtet, und 
die Urinportionen wurden darnach alle 5 Minuten in gradierten Reagenz- 
glisern aufgefangen und untersucht. Nach Ablauf von 50 Minuten nach 
Fintritt der Farbe im Urin nahm man den Katheter weg und liess dann 
die zu Untersuchenden jede halbe Stunde spontan urinieren, bis man sich 
von dem Verschwundensein der blauen Farbe im Urin iiberzeugte. Ich 
bediente mich bei intravenéser Injektion 5 ccm einer 0,4 %igen wiisserigen 
Lésung des Indigkarmins (Griibler) und bei intraglutaealer Injektion 
5 cem einer 0,4%igen Indigkarminkochsalzlésung, alle in lauwarmem 
Zustande und unter genauer Dosierung mit der Rekordspritze. Zur 
Bestimmung der ausgeschiedenen Indigkarminmenge im Urin benutzte ich 
das Duboseq’sche Kolorimeter. So habe ich an einer und derselben 
Person die Ausscheidung des Indigkarmins bei intravenéser Injektion mit 
der bei intraglutaealer Injektion vergleichend untersucht. Ich werde 
meine Untersuchungsresultate iibersichtshalber in folgender Tabelle wieder- 


geben. 
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Wie aus der Tabelle ersichtlich, geht der erste 
Eintritt des Farbstoffes in den Urin bei intravend- 
ser Injektion viel schneller vor sich als bei intra- 
glutaealer Injektion. Er betriigt also durch- 
schnittlich 5/9” (Maximum 10’, Minimum 3/30’) 
bei intravenéser und 8/52” (Maximum 16’, Mini- 
mum 6’) bei intraglutaealer Injektion des Farb- 
stoftfes. 

Bei intravendser Injektion erscheint die maxi- 
male Ausscheidung des Farbstoffes, d.h. das Maxi- 
mum des ausgeschiedenen Farbstoffes, sowohl im 
Prozentgehalt im Vergleich zur injizierten Farb- 
stoffmenge als auch in absoluter Menge (mg) aus- 
gedriickt, viel grésser und auch schneller als bei 
intraglutaealer Injektion. Der Schluss der Farb- 
stoffelimination, wo die blaue Farbe im Urin nicht 
mehr nachweisbar war, trat bei intravenéser In- 
jektion durchschnittlich 3 Stunden, bei intraglu- 
taealer Injektion erst 6 Stunden nach der Farb- 
stoffeinverleibung auf. Von der injizierten Menge 
des Indigkarmins wurde bei intravendser Injektion 
im Durchschnitt 25,34% des Farbstoffes und bei 
intraglutaealer 21,192 im Urin ausgeschieden. 

Der Verlauf der Indigkarminausscheidung 
aus gesunden Nieren ist also bei intravendser In- 
jektion viel kiirzer und die Ausscheidung weit 
vollstindiger als bei intraglutaealer Injektion, so 
dass die Farbstoffelimination innerhalb 50 Minu- 
ten post injectionem durchschnittlich 24,49 % 
(Maximum 35,2390, Minimum 17,8924) bei er- 
sterer und 11,09 % (Maximum 20,11 2%, Minimum 
0,91 26) bei letzterer betriigt. Dasselbe Verhiiltnis 
liegt auch bei der ausgeschiedenen, absoluten Menge 
des Indigkarmins zwischen beiden Injektionswei- 
sen vor. Die einzelnen Ausscheidungskurven stei- 
gen deshalb bei intravenéser Injektion in der An- 
fangszeit viel steiler und héher an, und ihr Kul- 
minationspunkt liegt in den ersten oder zweiten 5 
Minuten, also innerhalb 10 Minuten post injec- 
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tionem, um dann wieder steil abfallend schon 30 Minuten nach der Injek- 
tion sich stark der Horizontalen zu nihern. Die Typen der Ausscheidungs- 
kurven bleiben dabei immer dieselben d. h. konstant. Uber die Durch- 
schnittskurve bei intravenédser Injektion sei nur auf beiliegende Figur hin- 
gewiesen. Demgegeniiber ist die Ausscheidungskurve des Indigkarmins 


8 Die Durchschnittskurve der Indigkarminausscheidung 


bei intravenéser Injektion. 
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bei intraglutaealér iiberhaupt viel niedriger als bei intravenéser Injektion. 
Sie steigt allmiihlich an und erreicht ihren Kulminationspunkt erst nach 
ungefiihr 30 Minuten post injectionem. Sie zeigt auch Abweichungen, 
sodass der Typus der Kurven inkonstant erscheint. Dies erhellt ohne 
weiteres zum Teil aus der Verschiedenheit der Resorption des injizierten 
Farbstoffes bei seiner intramuskuliiren Applikation. 

Was nun die Nebenwirkung, welche bei intravenéser Injektion der 
Indigkarminlésung an den zu Untersuchenden beobachtet wird, betrifft, 
so erfuhr Pflaumer bei keinem Fall seiner ungefaihr 500 Untersuchun- 
gen unangenehme Nebenerscheinungen. Nur beobachtete er ganz selten 
Schwindelgefiihl und Konjunktivalinjektion unter Vermehrung der 
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Pulszahl, was aber bald durch Darreichen von einem Glas frischen Was- 
sers verschwand. Janke sah bei einem unter 100 Fiillen voriibergehende 
vasomotorische Stérung, wihrend Furniss und Nakagawa iiberhaupt 
keine Nebenwirkung beobachteten. Ich traf auch bei meinen Untersuchun- 
gen niemals solche iibeln Nebenerscheinungen. 

Nach meinem Untersuchungsresultat kann ich behaupten, dass bei 
Anwendung von Indigkarmin zur Nierenfunktionspriifung, besonders zum 
Zweck der Chromozystoskopie, intravenése Injektion intraglutaealer bei 
weitem vorzuziehen ist. Durch intravenédse Applikationsweise des Indig- 
karmins wird, wie schon von Furniss u. a. betont wurde, ohne irgend 
welche Nebenerscheinungen innerhalb weit kiirzerer Zeit vollkommenere 
und konstantere Ausscheidung des Farbstoffes erzielt, dessen Kulmina- 
tionspunkt schon in den ersten oder zweiten 5 Minuten liegt. Darreichung 
von Wasser vor intravenéser Farbstoffinjektion, wie Renile es machte, ist 
nach meiner Ansicht unnédtig und unzweckmiissig. Auch vorangehende 
Beschriinkung der Fliissigkeitszufuhr vor der Injektion bei Chromozysto- 
skopie bringt nach Pflaumer und Janke so wenig Nutzen bei intra- 
vendser Injektion des Indigkarmins, dass man sie dabei weglassen kann. 
Ich schliesse mich auch dieser Meinung an. 

Fasse ich die Ergebnisse meiner obigen Beobachtungen kurz zusam- 
men, so sind es folgende : 

1. Ich stellte bei 20 Nierengesunden vergleichende Untersuchungen 
iiber die Ausscheidung von Indigkarmin aus den Nieren bei intravendser 
und intramuskulirer Injektion an. Bei intravenéser Injektion beginnt 
die Ausscheidung durchschnittlich innerhalb 5 Minuten post injectionem, 
bei intraglutaealer Applikation erst nach ca. 9 Minuten. Die Ausschei- 
dung des Farbstoffes erscheint bei letzterer Anwendungsweise bedeutend 
verzogert als bei ersterer. Bei intraglutaealer Injektion verschwindet die 
Farbe des Urins erst nach 6 Stunden, wihrend bei intravenéser Injektion 
dies schon innerhalb 3 Stunden geschieht. 

2. Die Elimination des Indigkarmins aus gesunden Nieren geht bei 
intraglutaealer Injektion weit unvollkommener als bei intravenéser vor 
sich. Von der ganzen injizierten Farbstoffmenge wird dabei nur 11,1 2% 
innerhalb der ersten 50 Minuten im Harn ausgeschieden, wiihrend bei 
intravendser Injektion 24,594 schon innerhalb derselben Zeitdauer elimi- 
niert wird. 

3. Der Verlauf der Indigkarminausscheidung wird durch intra- 
venédse Injektion stark verkiirzt, und die Ausscheidung geschieht dabei 
weit vollkommener und konstanter als bei intraglutaealer. Bei intra- 
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vendser Injektion erscheinen die Ausscheidungskurven in steiler Form, 
und ihr Kulminationspunkt liegt in den ersten oder zweiten 5 Minuten. 
Die Kurven sind bei intraglutaealer Injektion niedrig und inkonstant. 

4. Die intravenése Applikationsweise des Indigkarmins hat demnach 
verschiedene Vorziige fiir die Chromozystoskopie, welche durch intraglu- 
taeale Injektion des Farbstoffes nicht erzielt werden kénnen. Nebenwir- 
kungen habe ich bei intravenéser Injektion der Farbstofflésung niemals 
bemerkt. 
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Uber die Anwendbarkeit der Komplementbindungs- 
reaktion bei Uro-Tuberkulose. 


I. Mitteilung. 


Uber den Einfluss des Harns auf das hamolytische System 
bei der Komplementbindungsreaktion. 


Von 


Dr. med. Megumi Takahata. 
im Ml A 


(Aus dem bakteriologischen Institute, Direktor: Prof. Dr. 
K. Aoki, und der chirurgischen Klinik: von Prof. 


Dr. Sh. Sugimura, Universitat zu Sendai.) 


Bei der Ausfiihrung der Komplementbindungsreaktion stellt das 
hiimolytische System einen der wichtigsten Faktoren dar. Durch dieses 
System ist zu erkennen, ob das Komplement bei Anwesenheit von Antigen 
und Antikérpern verbraucht* wird oder nicht. Falls dabei das Komple- 
ment verbraucht wird, so erkliirt man, dass die beiden Komponenten in 
immunisatorischer Beziehung zucinander stehen, niimlich gegenseitig 
korrespondieren. Dagegen muss angenommen werden, dass die beiden 
immunisatorisch keine Beziehung haben, falls das Komplement dabei 
nicht. verbraucht wird, d.h. Hiimolyse eintritt. Dabei ist es immer 
méglich, dass dieses hiimolytische System von verschiedenen Faktoren, 
welche bei der Ausfiihrung der Reaktion gebraucht werden miissen, 
unspezifisch beeinflusst wird. 

Bei Anwendung dieser Reaktion als diagnostisches Hilfsmittel bei 
Uro-Tuberkulose muss deshalb Beeinflussung des Harns in erster Linie 
beriicksichtigt werden. Soweit aus der Literatur zu ersehen ist, scheint 
diese Beobachtung nicht systematisch genug zu sein. Debré u. Paraf,” 
welche die Komplementbindungsreaktion bei tuberkulésem Harne aus- 
giebig angewandet hatten, bemerkten schon, dass der Harn selbst auf das 
hiimolytische System hemmend wirkt. Die Komplementbindungsreaktion 


1) Debré, R. u. Paraf, J., Comp. rend. Soc. de Biol., 1914, 76, 203. 
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wurde dabei durch diese Reaktion stark gestért, so dass sie ein Verfahren 
dafiir angaben. Diese Methode besteht niimlich darin, dass der Harn, 
wenn er wegen stark eitriger Bodensiitze Hiimolyse hemmend wirkt, im 
Verhiltnis von 1:10 mit physiologischer Kochsalzlésung verdiinnt 
wird ; wenn der Harn dabei klar bleibt, jedoch noch Hiimolyse hemmend 
wirkt, dann muss die Menge des Komplements je nach dem Hiamolysin 
verschieden variiert gebraucht werden. Heitz-Boyer® gab an, dass 
diese Hemmung durch Erhitzung des Harns auf 60° C beseitigt werden 
kann. Doch kamen dabei Ausnahmen vor. Italo u. Luigi” beobach- 
teten, dass der Harn selbst auf Blutzellen nicht himolytisch, aber bei der 
Komplementbindungsreaktion antikomplementir wirkt. Héhner* und 
Kostrzewski” sahen bei Ausfiihrung der Wassermann’schen 
teaktion mit dem Harn, dass er die Hiimolyse hemmend wirkt. Um 
diese Stérung zu beseitigen, fiihrten letztere die Neutralisation des Harns 
einerseits und die Verdiinnung des Harns mit physiologischer Kochsalz- 
lésung anderseits aus. Doch konnte dadurch die hemmende Wirkung 
des Harns nicht immer beseitigt werden. Bei der Wassermann’schen 
Reaktion mit eiweisshaltigem Harn von luetischen Kranken beobachteten 
Bauer u. Hirsch,” dass der normale Harn Hiimolyse hemmend wirkt. 
Diese Erscheinung soll nach ihnen auf der Aziditit des Harns beruhen. 
Falls dabei die Aziditit 3 cem 1/10 NaOH iibersteigt, so kommt die 
Hemmung der Hiimolyse zum Vorschein. Diese Hemmung wird durch 
Neutralisation komplett beseitigt. Yon anderer Seite wurde aber 
beobachtet, dass der Harn auf Blutzellen hiimolytisch wirkt. So wurde 
von Leopold” bemerkt, dass jeder Harn starke hiimolytische Wirkung 
wigte. Diese Erscheinung wurde daraufhin von Neufeld® bei nephri- 
tischem Harn beobachtet. Er behauptete dabei, dass diese Erscheinung 
auf den Zerfallprodukten des Eiweisses beruhe. Corradi’ stellte ver- 
gleichende Beobachtungen iiber Hiimolyse des Harns bei tuberkulésen, 


syphilitischen und karzinomatésen Kranken und Gesunden an. Dabei 


2) Heitz-Boyer, Journal d’urologie méd. et chir., 1912, 1, 71. 

3) Italo, G. u. Luigi, S., Annali dell’Instit. Maragliano, 1909, 3, 334; zitiert nach 
Centralbl. f. Bakt., I. Abt., Ref., 1910, 47, 470. 

4) Hohner, F., Berl. klin. Wochenschr., 1908, 1483. 

5) Kostrzewski, J., Centralbl. f. Bakt., I. Abt., Orig., 1918, 80, 450. 

6) Bauer, R. u. Hirsch, A., Wiener klin. Wochenschr., 1910, 6. 

7) Leopold, E. J., Ztschr. f. klin. Med., 1906, 60, 480. 

8) Neufeld, N., Berl. klin. Wochenschr., 1919, 1159. 

9) Corradi, R., Annali dell’Instituto Maragliano, 1912, 5, 161; zitiert nach Centralbl. 
f. Bakt., I. Abt., Ref., 1912, 52, 649. 
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ergab, dass Hiimolyse am _ schnellsten bei Tuberkulésen, dann bei 
Syphilitikern und am spiitesten bei Karzinomatésen eintrat. Zwischen 
Gesunden und Karzinomatisen bestand kein Unterschied. 

Wie schon gesagt, sind die Beobachtungen des Harns auf Himolyse 
hin, wenn auch mancherlei gemacht worden sind, doch nicht systematisch 
genug gewesen. 

Da ich beabsichtige, die Komplementbindungsreaktion bei Uro- 
tuberkulose als diagnostisches Hilfsmittel zur Anwendung zu _ bringen, 
hielt ich es fiir nétig, zuerst den Einfluss des Harns auf das hiimolytische 
System genau zu untersuchen, um so einerseits die allgemeinen biologischen 
Eigenschaften des Harns, anderseits die daraus resultierende brauchbare 
Menge des Harns bei der Komplementbindungsreaktion festzustellen. 


Material. 


Zu diesem Zwecke wurden 65 Harne von Gesunden und 126 yon 
Kranken beschafft. Erstere stammten von beiden Geschlechtern und 
auch von verschiedenen Altersstufen. Dabei wurde keine Abnormitiit 
im Harn nachgewiesen. Letztere wurden von verschiedenen Kranken 
genommen. Yon urosystematischen Kranken wurden folgende Harne 
entnommen : 22 von Nieren- und Blasentuberkulésen; 20 von Nephritis, 
Nierentumor, Zystitis und Urethritis ; je einer von Nephrosklerosen mit 
Spitzenkatarrh an Lungen, Nierensarkom mit Lungentuberkulose und 
Zystitis mit Tleocaecaltuberkulose. Von den nichturosystematischen Er- 
krankungen wurden 31 Harne von Lungen-, Knochen- und Driisen- 
tuberkulésen ; 51 Harne von Osteomyelitis, Appendicitis, Geschwiilsten, 


Nekrosen und Syphilis genommen. 


Technische Bemerkung. 


Himolysin wurde auf die Weise hergestellt, dass Kaninchen mit gut 
gewaschenen Rinderblutzellen mehrmals subkutan vorbehandelt wurden. 
Wir zichen als Blutzellen Rinderblutzellen deswegen vor, weil sie einerseits 
viel resistenter als Hammelblutzellen sind, andererseits doch leicht und 
sicher hiimolytisiert werden kénnen. Infolgedessen kann man sie liingere 
Zeit als Hammelblutzellen im Eisschrank aufbewahren. Der hiimolytische 
Titer des Serums wurde auf die Weise bestimmt, dass Serum in abstei- 
gender Menge in viele Réhrchen verteilt, 0,5 cem 10% igen Meer- 
schweinchenserums als Komplement und dazu noch so viel physiologische 


Kochsalzlésung hinzugefiigt wurde, dass die ganze Menge in jedem 
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Réhrehen 2,0 cem ausmachte. Zuletzt wurde 0,5 ccm 52%iger Rinder- 
blutzellenaufschwemmung hinzugefiigt. Auf diese Weise wurde die 
Gesamtmenge in jedem Réhrchen 2,5 ccm. Diese Mischung wurde gut 
geschiittelt und bei 38°C Wasserbad 30 Minuten lang hingestellt. Dabei 
stellte sich gewéhnlich heraus, dass komplette Hiimolyse bis zur Menge 
von 0,1 (1: 100) oder 0,05 (1: 100) Hiimolysin eintrat. Dieses Ver- 
hiltnis in Verdiinnung dargestellt, wird der Titer 1: 1 000 bis 1:5 000, 
Als hiimolytisches System bei der Komplementbindungsreaktion wird sie 
in doppelter Menge des Titers gebraucht, welche gerade ihre minimale 
Menge darstellt, die jedoch noch eine komplette Hiimolyse hervorzurufen 
imstande ist. Bei jedem Versuche wurde als Gesamtmenge der Mischung 
in jedem Réhrehen 2,5 cem bestimmt, damit die hiimolytische Wirkung 


der Verdiinnung des Hiimolysins immer konstant bleibt 


Versuch I. 


Da von einigen Forschern beobachtet wurde, dass der Harn selbst 
hiimolytisch wirkt, wurde zuerst untersucht, wie stark der Harn auf 
Blutzellen selbst hiimolytisch wirkt. Absteigenden Mengen von Harn 
wurde 0,5 cem 5% iger Rinderblutzellenaufschwemmung_ hinzugetiigt. 
Dazu wurde soviel physiologische Kochsalzlésung hinzugefiigt, dass die 
Totalmenge 2,5 cem ausmachte. Diese Mischung wurde im Wasserbade 
bei 37° C 30 Minuten lang belassen. Es stellte sich heraus, dass 1,0 cem 
Harn keine himolytische Wirkung zeigte. Infolgedessen muss ange- 
nommen werden, dass die hiimolytische Wirkung des Harns bei unserer 
Verdiinnung des Harns auf die Komplementbindungsreaktion keinen 
Einfluss ausiibt. 


Versuch IT. 


Dann wurde untersucht, ob der Harn selbst als Komplement wirken 
kann. Es wurden immer abnehmende Mengen Harn der konstanten 
Menge Hiimolysin 0,02 (1: 100), d.h. der doppelten Menge des Titers, 
und ausserdem soviel physiologische Kochsalzlésung hinzugefiigt, dass die 
ganze Menge 2,0 ccm wurde. In jedes Réhrchen wurde 0,5 ccm 5% iger 
Blutzellenaufschwemmung getan und sie im Wasserbade von 37° C 30 
Minuten lang belassen. Dabei ergab sich, dass der Harn keine komple- 


mentiire Wirkung entfalten kann. 


Versuch ITI. 


Da in den zwei obigen Versuchen festgestellt wurde, dass 1,0 ccm 
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Harn in einer Menge von 2,5 cem weder himolytisch noch als Komple- 
ment wirken kann, wurde hier gepriift, wie stark der Harn das hiimoly- 
tische System beeinflussen kann. In jedes Réhrehen wurde Harn 
hineingetan und zwar von 1,0 ccm ab in absteigender Linie. Jedem 
wurde soviel physiologische Kochsalzlésung zugefiigt, dass die ganze 
Menge 1,3 cem betrug. Ausserdem wurden 0,5 ccm Komplement, 0,2 
com Himolysin und 0,5 ccm Blutzellenaufschwemmung_hinzugefiigt. 
Dadurch wurde die Totalmenge 2,5 ccm. Diese Mischung wurde im 
Wasserbade bei 37°C 30 Minuten lang stehen gelassen. Dieser Ver- 
such wurde einerseits mit 65 Harnen, welche von 65 gesunden Leuten 
abstammten, anderseits mit 126 Harnen, welche von verschiedenen 
Kranken genommen worden waren, angestellt. Bei den Versuchen mit 
dem von gesunden Leuten abstammenden Harn ergab sich, dass hiimoly- 
tische System in verschiedenem Grade von dem einzelnen Harn beeinflusst 


wurde, Je nach dem Hemmungsgrade wurde Harn in 5 Gruppen 


Tabelle 1. 











= Harnmenge ecm ecm com ccm ecm ect ect 
Se = 1 0.7 | 05 | 03 | 02 | 0.1 | 0.05 
Gruppe . 
\ 5 7113117 | 26) 45 =a ao 1 — he oo Se oo 2 
2 5 | 58 - — - Pe itteti4 
| 1 Ae) _ - 4 4. 4 1. of. of. 
B 164 3 | 6/31/56 ~ r ae 4 
§\ 15 | 22 | 23 | 27 | 28 | 30 | 32 
Dg Pee ped yee . eee Se ee ee ee ee ee ee ee 
1¢ | 54 57 | 64 
2 111/12 _ 4 as Ks es 
| 6 4/21/35) 51) 53) 55 - . 4 + +4 tal ee 
( 18 ] 8 _ + + 4 fo <f-| of. of 
6 | 14/24) 29) 42 43) 47 oe a oe oe ee ee See ae ee 
3 '18)} 20/150 abe aha oh | tf, So sth lhe) fe ahs alle | af he of 
2 | 9/10 -- - He ttt te tit ++i ++ 4 
D 16 6 | 1) 2/25/33) 40) 49 + |44+4/)4+44/)4+4+4+/4+4+4/4+4+4+ 
‘| 3 | 48 52) 60 on eo oe ee eee oe ee oo oe oo 
5 | 37) 38/41/59) 61 - Ht Bt et tit ttl ttt 
3 | 3|44| 46 4 +++l++4+\+4+4/4+4+4 b++l++4 
E 19) ! |19 tel Ht LEH tt Ht ttl tt t+l+44+ 
‘ 1 16 ++ |44+4/)44+4/)4+4+4]44+4]4+4+4/4+4+4 
5 | 34/39) 62! 63! 65 +tol+4+4+)/4+++/4+ 4 +/+ ee Pees ree 


(A,B,C,D,E) eingeteilt. A-Gruppe enthilt 5 Harne; B-Gruppe 16 
Harne ; C-Gruppe 18 Harne ; D-Gruppe 16 Harne und E-Gruppe 10 
Harne. A-Gruppe beeinflusste das hiimolytische System am stiirksten, 


niimlich bis zu 0,5 cem ; B-Gruppe schwiicher, nimlich bis zu 0,5 cem ; 
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C-Gruppe noch schwiicher, niimlich bis zu 0,7 cem; D-Gruppe noch 
schwiicher, niimlich bis zu 1,0 cem und _ schliesslich E-Gruppe am 
schwiichsten, so dass 1,0 cem auch keinen hemmenden Einfluss zeigt. 
Worauf beruht diese Erscheinung? Da dieser Probeharn in ver- 
schiedenen Punkten gepriift worden war, wurde diese Hemmungserschei- 
nung mit diesen Eigenschaften vergleichend betrachtet. 

Zuerst wurde sie je nach dem Lebensjahr betrachtet. Dabei war 
keine Differenz nachzuweisen. Dann wurde sie nach dem Geschlecht 
betrachtet. Hier ist auch kein Unterschied hervorzuheben. Dann 
wurde sie nach dem spezifischen Gewichte des Harns betrachtet. Dabei 


Tabelle 2. 





Sp. —~Gruppe A | B c D | &£ 
Gewicht | a 
1001-1010 | van ‘ah as | 





30 8 25 
1011-1020 ws | 














26 | 5]/ 6| 4|n]| 1 2 | 3 | 46 
} 1% | 22 | 12 | 14 9 | 10 | 65 
Big 18 20 33 37 | 
23 | 32 | 21 | 24 | 38 | 40 | 
1021-1030 54 | 56 | 29 | 35 | 41 | 48 
| | 57 | 58 | 42 | 43 | 49 | 52 | 
| | 47 | 50 | 59 | 61 | | 
51 | 53 
1 | | % | || 
——" : SS —_—- " P ote = ae ee aa = 
mms f 1\|8{;aisa | 60 | 
ee 1) 17 | 45 | 64 | fon 


wurde festgestellt, dass die Hemmungserscheinung mit dem spezifischen 
Gewicht parallel geht. Je schwerer das spezifische Gewicht, desto stiirker 
scheint die Hemming der Hiimolyse einzutreten. Doch meine ich damit 
nicht, dass die Hemmungserscheinung absolut mit dem_ spezifischen 
Gewichte des Harns zusammenhiingt, weil einige Ausnahmen dabei 
beobachtet wurden. Ferner wurde diese Hemmungserscheinung mit der 
Harnmenge verglichen. Hier wurde auch festgestellt, dass die sezernierende 
Menge des Harns mit seiner Hemmungserscheinung eine gewisse Beziehung 
hat. Je geringer die Menge der Sekretion war, desto stiirker trat die 
Hemmung auf. Dabei wurden auch gewisse Ausnahmen beobachtet. 
Zum Schluss wurde die Beziehung der Himolysehemmung zur Aziditiit 
des Harns beobachtet. Hier zeigte sich auch im grossen und ganzen, 
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dass Harn, welcher starke Aziditit zeigt, Hiimolyse am stirksten hemmt. 


Tabelle 3. 
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Harnmenge ™~ A B c | D E 
a Stunde) ccm es —— 7 
11-20 | 13 | 26 | 22 | 35 | _ 34 
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ae rw ee 
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91-10 | — | 58 | | - col hes 3 | 19 
m-120 | — | *— - | = 0 
141-150 | 9 — - om | - 62 
211-220 | — - | — | = 63 
Tabelle 4. 
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Azidi- ~GTUPPE A B c D E 
tit g/dr. ; a ees Ps Cee nn 
0,0501 0,060) _ 15 | 32 = = 49 46 
oecoi-oo700 | 7| +»| 3% | #=%| sl] | — ~ a 
00701-00800 — | — | 61 | 1/60] — 
0,0801-0,0900 -_ 7 a a. oe 
0,0901 0,1000 - | -—re | os i 
0,1001 0,2000 | = = 5 | 23 : 14 z 41 34 65 
osoi1-0400; — |e! | — | — ie 


Obige Beobachtungen beweisen, dass die Hiimolyse hemmende 
Wirkung des Harns bei gesunden Personen erstens von der sezernierenden 
Menge des Harns, zweitens yom spezifischen Gewichte, drittens von der 
Aziditiit des Harns abhiingig ist. Je weniger Harn sezerniert wurde, 
desto stiirker trat die Hiimolyse hemmende Kraft des Harns auf. Dasselbe 
Verhalten konnte bei dem spezifischen Gewichte und der Aziditiit 
festgestellt werden. Je grésser beide waren, desto stirker trat die 
Hemmung auf. Hier muss jedoch bemerkt werden, dass die Hiimolyse 
hemmende Kraft des Harns nicht ganz allein auf obigem Verhalten 
beruht, weil einige Ausnahmen dabei beobachtet worden waren. 

Derselbe Versuch wurde bei 126 Harnen ausgefiihrt, welche von 
ebensoviel verschiedenen erkrankten Leuten genommen worden waren, 
um festzustellen, ob die oben beobachteten Eigenschaften auch bei diesen 
Harnen nahweisbar sind. Hierbei ergab sich, dass die Hiimolyse von 
verschiedenen Harnen in verschiedenem Grade gehemmt wurde. Dabei 
trat die Hemmungsbreite im allgemeinen etwas stirker als bei gesunden 
Harnen auf. Je nach dem Hemmungsgrade wurden die 126 Harne im 
ganzen in 6 Gruppen eingeteilt (A, B,C, D, E, F). A-Gruppe enthielt 
diejenigen Harne, welche am stirksten, nimlich bis zu 0,2 cem, die 
Hiimolyse hemmten. B-Gruppe diejenigen Harne, welche schwiicher, 
niimlich bis zu 0,3 cem ; C-Gruppe 0,5 ccm; D-Gruppe 0,7 ccm; E- 
Gruppe 1,0 ccm; F-Gruppe solche Harne, welche noch  schwiicher 
hemmten, so dass sie bei 1,0 ccm nicht eintrat. A-Gruppe enthiilt 4 
Harne ; B-Gruppe 15 Harne ; C-Gruppe 19 ; D-Gruppe 24; E-Gruppe 
26 und F-Gruppe 38. Da bei den Harnen von gesunden Leuten festgestellt 
wurde, dass die Hiimolyse hemmende Wirkung auf dem _ spezifischen 
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Tabelle 5, 
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Gewichte, der sezernierenden Menge und Aziditit des Harns beruhen, 
wurde hier auch untersucht, ob dasselbe Verhalten bei den Harnen von 
Kranken nachweisbar ist. Die Harne wurden je nach der Grosse des 
spezifischen Gewichtes angeordnet und auf ihren Hemmungsgrad hin 
beobachtet. Hier zeigte sich auch, dass der Hemmungsgrad und das 


spezifische Gewicht des Harns zusammenhingen. Bei den Harnen, welche 


Tabelle 6. 
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Sp. —~Smpre; | & is D | £E F 
Gewicht ~ 
54 9 | 120 12; 77; 30); 31 6 7 10 15 
124 | 125 | 106 41; 60; ll 16 19; 20 
65 | 69| 22] 39/ 21| 29 
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am stiirksten das spezifische Gewicht zeigten, trat die Hemmungserscheinung 
am stirksten auf, ebenso wie bei den Harnen von gesunden Leuten. 
Was die Beziehung der sezernierenden Menge des Harns zu_ seiner 
Hiimolyse hemmenden Wirkung anbelangt, so trat letztere bei den Harnen, 
welche in geringer Menge sezerniert worden waren, stirker auf als bei 
den anderen Harnen, welche in derselben Zeit in grésserer Menge sezerniert 


worden waren. Inbezug auf die Aziditéit trat auch die Hemmungs- 


Tabelle 7. 
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erscheinung bei solchen Harnen, welche stiirkere Aziditit zeigten, stiirker 
auf als bei den anderen Harnen, welche schwiichere Aziditit aufwiesen. 
Aus obigen Ergebnissen erhellt, dass die Hemmungserscheinung der 
Hiimolyse sowohl bei gesunden als auch bei kranken Harnen in gleicher 
Weise von dem spezifischen Gewichte, der sezernierenden Menge und 
Aziditit des Harns abhiingig ist. Da die kranken Harne noch andere 
Abnormitiiten enthielten, wie Eiweiss, Zucker und Sedimente, wurde auch 
untersucht, ob diese Abnormitiit zu der Hiimolyse hemmenden Wirkung 
des Harns gewisse Beziehung habe. Dabei wurde festgestellt, dass sowohl 
der Eiweiss- und Zucker- als auch der Sedimentgehalt des Harns zu der 
Hiimolyse hemmenden Wirkung des Harns keine direkte Beziehung 
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Tabelle 8. 
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haben. Doch scheint dabei der Sedimentgehalt einen gewissen hemmenden 
Einfluss auf die Hiimolyse auszuiiben. Beziiglich der Art der Krankheit 
wurde beobachtet, dass die Hiimolyse hemmende Wirkung des Harns zu 
der Art der Krankheit keine besondere Beziehung hat. 
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Nun fragt es sich, ob diese einzelnen Faktoren bei der Hemmung der 
Hiimolyse immer iibereinstimmend zusammenwirken. Genaue Beobach- 
tungen ergaben, dass sie bei einzelnen Harnen iibereinstimmend zusam- 
menwirken. Doch wurde dabei soviel verschiedene Ausnahmen beobachtet, 
dass angenommen werden muss, dass sie einzeln auch auf die Hiimolyse 
hemmend wirken. Wenn man ferner obige Tabellen betrachtet, so ist es 
klar, dass jene drei Faktoren nicht als einziger Modus betrachtet wurden, 
um Hemmung der Hiimolyse hervorzurufen, weil dabei auch solche 
Harne beobachtet wurden, welche grosses spezifisches Gewicht zeigten, 
deren sezernierende Menge jedoch gar nicht so gering war. Ferner wurden 
ausnahmsweise solche Harne beobachtet, welche, unabhiingig von diesen 
drei Faktoren, auf die Hiimolyse hemmend wirkten. Infolgedessen kann 
das Wesen der Hiimolyse hemmenden Wirkung des Harns noch nicht als 
ganz geklirt betrachtet werden. Doch scheint das Resultat unserer 
systematischen Untersuchungen des Harns auf seine Hiimolyse hemmende 
Wirkung hin jedenfalls insoweit die Frage gekliirt zu haben, dass man 
eine Hemmungszone des Harns von vornherein annehmen darf. Bei 
Ausfiihrung der Komplementbindungsreaktion beim Harn muss man 
nach unseren Ergebnissen mit méglichst geringer Menge Harn arbeiten, 
weil eine grosse Menge Harn immer auf die Hiimolyse hemmend wirkt. 
Die dazu am besten geeignete Menge war 0,1—0,2 ccm. Falls man 
Fille erlebt, wo Harn zu stark hemmend wirkt, als dass Hiimolyse selbst 
bei 0,1 com Harn eintritt, scheint es gut zu sein, den Harn zu neutralisieren. 














Studien iiber Nahrungsmittelvergifter, insbesondere 
iiber Aertryckbazillen.* 
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(Aus dem bakteriologischen Institut der Universitat 
zu Sendai. Direktor: Prof. Dr. K. Aoki.) 


Als Nahrungsmittelvergifter im echten Sinne wurden Mikroorganis- 
men aus der weiter gefassten Coli-Gruppe seit 30 Jahren angesehen. 
Durch die eifrigen Untersuchungen vieler Forscher (Trautmann,™ 
Kutscher u. Meinicke,” Uhlenhuth,*” Hiibner,*’? Sobern- 
heim” u.a.) wurden sie in zwei Gruppen differenziert. Als die erste Gruppe 
wurden Girtner bazillen, als die zweite Gruppe Bazillen der Paratyphus 


Tieren, besonders bei Rindern und Ratten, als Krankheitserreger vorkom- 


B-Gruppe angenommen. Erstere Bazillen wurden, wenn sie auch bei 


men, doch bei Menschen nur als Nahrungsmittelvergifter nachgewiesen. 
Letztere Mikroorganismen wurden dagegen bei Menschen nicht nur bei 
Nahrungsmittelvergiftung, sondern auch bei typhéser Erkrankung beo- 
bachtet. Ferner sind sie unter Tieren ausserordentlich verbreitet. Deshalb 
wurden sie je nach ihrem Vorkommen verschieden genannt. So wurden 
die, welche bei menschlichen typhésen Erkrankungen gefunden waren, 
Paratyphus B. Schott miiller; diejenigen, welche ebenfalls bei Menschen, 
und zwar bei Fleischvergiftungen, nachgewiesen waren, entweder Kien’ 
sche Bazillen, oder Aertryck oder einfach Fleischvergifter; diejenigen, 
welche bei Miusen vorkommen, Miiusetyphusbazillen; diejenigen, welche 
bei Schweinen gefunden waren, B. suipestifer, Hogcholerabazillen; und 
noch andere, welche bei Papageicn gefunden waren, B. psittacosis u. s. w. 
genannt. Diese Gruppen Bazillen sind sowohl biologisch als auch im- 


munisatorisch gegenseitig so nahe verwandt, dass man sie kaum voneinander 


* Diese Arbeit wurde durch Unterstiitzung aus der Saito-Stiftung erméglicht. Wir 
sprechen hier unseren verbindlichsten Dank dafiir aus. 
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deutlich unterscheiden kann. Obwohl einige Forscher (Bock, Levy u. 
Fornet,” Citron,” Boycott™ u.a.) bei ihren Untersuchungen darauf 
aufmerksam machten, dass ein gewisser Unterschied unter ihnen absorp- 
torisch nachweisbar sei, wurden doch diese Merkmale selbst von ihnen ganz 
beiseite gelassen, weil die Meinung der damaligen Autoren iibereinstimmend 
dazu neigte, die Mikroorganismen, trotz gewisser Abweichungen in ihren 
agglutinatorischen Eigenschaften, doch als ein und dieselbe Art anzuneh- 
men. Deshalb wurde erklirt, dass diese Mikroben einmal als Fleischver- 
gifter akute Gastroenteritis hervorrufen, ein andermal als Erreger typhéser 
Erkrankung auftreten kénnen. Diese Erklirung wurde zuerst von 
Schottmiller™ und Trautmann” gegeben und daraufhin von allen 
Forschern angenommen. Wiahrend diese Anschauung feststand, wurde 
von anderer Seite eine davon abweichende Meinung ausgesprochen. Bain- 
bridge’ war der erste, welcher ausdriicklich behauptete, dass diese 
sazillengruppen in zwei Untergruppen, nimlich in Paratyphus-Schott- 
miiller und B. suipestifer, geteilt werden kénnen, indem er absorptorisch 
einen deutlichen Unterschied zwischen den beiden Gruppen nachwies, was 
auch schon Bock,” Levy u. Fornet,” Citron™ u. Boycott™ beo- 
bachtet hatten. 

Christiansen™ anderseits bemerkte zuerst, dass durch Anwendung 
von Aertryckserum Paratyphus B-Bazillen von den anderen Bakterien 
derselben Gruppen einfach agglutinatorisch differenziert werden kénnen. 
Ein iihnlicher Befund wurde vor ihm schon von Strom berg™ beobachtet, 
ohne dass er dazu weiteres bemerkte. Daraufhin fand Aoki™ bei ge- 
kreuzter agglutinatorischer Untersuchung der Paratyphus B-Gruppe einen 
Stamm, welcher in viel echten Paratyphus B-Sera ohne Ausnahme ganz 
schwach agglutiniert. Im Serum, welches mit diesem Stamme hergestellt 
worden war, agglutinierten Paratyphus B-Schottmiiller ebenfalls ganz 
schwach, wiihrend der homologe Stamm darin sehr stark reagierte. Diese 
Bazillen wurden in unserer Sammlung als Aertryckbazillen etikettiert, 
welche aus Deutschland eingefiihrt worden sein sollen. Diese Bazillen 
verhalten sich den Miiusetyphusbazillen von Léffler gegeniiber ganz 
gleich, so dass Aoki"*° erstere Miusetyphusbazillen, und zwar Aertryck- 
form oder atypische Miiusetyphusbazillen, und letztere Miusetyphusbazil- 
len im engeren Sinne oder typische Miiusetyphusbazillen nannte. Das 
Serum der Schottmiiller’schen Bazillen agglutinierte typische Miiuse- 
typhusbazillen sehr stark, fast bis zum Titer, doch atypische Miiusety phus- 
bazillen fast nicht. Infolgedessen konnte er nicht nur durch Anwendung 
dieser zwei Sera von Miiusetyphusbazillen Paratyphus B-Schottmiiller- 
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Bazillen von Miiusetyphusbazillen unterscheiden, sondern auch durch 
Anwendung von Schottmiiller-Serum letztere in zwei Untergruppen, 
nimlich die typische und atypische, einteilen. Erstere stellt diejenigen 
Stiimme dar, welche mit Paratyphus B-Schottmiiller in sehr naher 
Beziechung, und die andere diejenigen dar, welche mit ihm weniger in 
xeziehung stehen. Infolgedessen behauptete er, dass man durch Anwen- 
dung dieser Beziehungen Miiusetyphusbazillen von Paratyphus B-Schott- 
miiller ganz deutlich differenzieren kann. Nach diesem Befunde wurde 
die Anschauung von Christiansen™ griindlich nachgeprift. Dabei 
bemerkte Aoki schon einen Stamm Paratyphus B, welcher in typischen 
Paratyphus B-Sera bis zum Titer, dagegen in beiden Miiusetyphussera 
nicht reagiert. Dieser Stamm wurde von mir™ eingehend untersucht. 
Dabei wurde festgestellt, dass dieser Stamm einen atypischen Paratyphus 
+Schottmiiller darstellt, welcher in typischen Paratyphus B-Sera bis 
zum Titer, aber in den beiden Miiusetyphus-Sera ganz schwach aggluti- 
niert. Er stellte Serum dar, in welchem auf gleiche Weise die beiden 
Miusetyphusstiimme ganz schwach reagieren. Infolgedessen behauptete 
Aoki ferner, dass man durch Anwendung dieses atypischen Paratyphus 
B-Serums Paratyphus B-Bazillen von Miiusetyphusbazillen unterscheiden 
kann. Auf diese Weise wurden 2 repriisentierende Stiimme und Sera 
sowohl bei Miiusetyphus- als auch bei Paratyphs B-Bazillen festgestellt. 
Daraufhin wurden von mir” ca. 200 Stimme Paratyphusbazillen, 
welche aus Menschen und zwar aus typhésen Erkrankungen geziichtet 
waren, und ca. 150 Stiimme Miiusetyphusbazillen, welche von Tieren 
abstammten und von Giirtner bazillen differenziert waren, in diesen 4 
reprisentierenden Sera agglutinatorisch untersucht. Hier muss bemerkt 
werden, dass diese letzteren Bakterien bei uns deutlichkeitshalber einfach 
als Miiusetyphusbazillen bezeichnet werden. Doch wurden in der Tat 
verschieden etikettierte Stimme darin zusammengefasst, wie Miiuse- 
typhus Léffler, Aertryck, Psittacosis, u.a. Diese Bazillen wurden 
in geringer Zahl als Reinkultur bezogen. Der grésste Teil wurde im 
Institute aus Tieren geziichtet. Paratyphus B-Stiimme bekamen wir 
auch teils als Reinkultur, aber teils auch hier im Institut aus Kranken. 
Es ergab sich, dass Paratyphus B-Bazillen, welche bei Menschen ty phése 
Erkrankung hervorgerufen hatten, ohne Ausnahme in den beiden Para- 
typhus B-Sera und in einem typischen Miiusetyphus-Serum bis zum Titer, 
aber in atypischem Miiusetyphus-Serum ganz schwach, und Miiusetyphus- 
bazillen, welche sowohl aus Nahrungsmittelvergiftung als auch aus Tieren 
geziichtet waren, in den beiden Miusetyphussera bis zum Titer, aber in 
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atypischem Paratyphus B-Serum ohne Ausnahme ganz schwach reagierten. 
Dabei wurden die meisten Stiimme im typischen Paratyphus B-Serum 
sehr stark, fast bis zum Titer, agglutiniert. Die wenigen Stiimme, welche 
bei Nahrungsmittelvergiftung nachgewiesen waren, zeigten darin negative 
agglutinatorische Reaktion. Durch diese Befunde wurde genau festgestellt, 
dass Paratyphus B-Bazillen, welche aus menschlichen typhésen Erkran- 
kungen abstammten, von den anderen, welche sowohl bei Nahrungsmit- 
telvergiftung als auch bei Tieren geziichtet worden waren, durch Anwen- 
dung dieser 4 repriisentierenden Sera ganz deutlich sich unterscheiden lassen. 
Daraufhin wurden neue Bakterien bei typhéser Erkrankung in Japan 
einerseits von Shimojo,” anderseits von Aoki,” und zwar ganz unab- 
hiingig voneinander, nachgewiesen. Sie sind mit Paratyphus A-Bazillen 
so nahe verwandt, dass man sie manchmal von ihnen nicht unterscheiden 
kann. Sie haben ferner nahe agglutinatorische Beziehung zu Hogcholera- 
bazillen, so dass sie in Hogcholeraserum und umgekehrt in ihren Sera 
Hogcholerabazillen bis zum Titer agglutinieren kénnen. Sie sind jedoch 
einerseits von Paratyphus A-, anderseits von Hogcholerabazillen dadurch 
zu unterscheiden, dass Paratyphus A und Hogcholera gegenseitig keine 
Bezichung haben (Aoki u. Sakai). Da ferner typische Paratyphus B- 
und Miiusetyphusbazillen in dem Serum unserer Bazillen lange nicht so 
stark agglutinierten wie Hogcholerabazillen, kann man auch durch An- 
wendung unserer Bakterien Hogcholerabazillen von Paratyphus B- und 
Miusetyphusbazillen unterscheiden. Hogcholerbazillen kann man ferner 
von Paratyphus B- und Miusetyphusbazillen dadurch differenzieren, 
dass Hogcholerabazillen weder in atypischem Paratyphus B-Serum noch 
in atypischem Miiusetyphusserum beeinflusst werden. Auf diese Weise 
kénnen Hogcholerabazillen einerseits von Paratyphus B-Bazillen, ander- 
seits von Miiusetyphusbazillen deutlich differenziert werden. Dieses Ver- 
halten wurde schon von Aoki*? genau auseinandergesetzt. Als Aoki™ 
damals einen Stamm Miiusetyphusbazillen, welcher von ihm als Aertryck- 
form oder atypischer Miiusety phus bezeichnet wurde, als Unterscheidungs- 
indikator festgestellt hatte, wurde von ihm ausdriicklich betont, dass er 
nicht wisse, ob alle Stimme Aertryckbazillen, welche von verschiedenen 
Forschern gefunden worden waren, ebenfalls immer zu ein und derselben 
Gruppe, wie die atypischen Miiusetyphusbazillen, gehéren, weil man bis 
jetzt Bazillen aus der Paratyphus B-Gruppe noch nicht deutlich in ver- 
schiedene Typen differenzieren kann. Was fiir Bakterien stellen nun die 
sogenannten Aertryckbazillen dar? De Nobele* untersuchte zuerst 
viele Stiimme, welche bei Nahrungsmittelvergiftung gefunden waren, und 
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stellte dabei fest, dass sie in zwei Gruppen geteilt werden kénnen, von denen 
die eine Girtner-Bazillen und die andere B. Aertrycktypus darstellt. 
Diese Bakterien sollen bei einer Nahrungsmittelvergiftung in Aertryck 
von ihm nachgewiesen worden sein. Daraufhin wurde die Paratyphus 
-Gruppe, welche bei Nahrungsmittelvergiftung gefunden war und von 
Giirtner-Bazillen differenziert ist, Aertryckbazillen genannt. Deshalb 
miissen auch die Kiin’schen und Diisseldorf’schen Bazillen von Traut- 
mann” als Aertryckbazillen angenommen werden. Diese Auffassung 
scheint jedoch immer stiirker erweitert worden zu sein, indem man auch 
solche Mikroben, welche in Tieren vorkommen, wie Miiusetyphusbazillen, 
Hogcholerabazillen, B. psittacosis u.a., als Aertryckbazillen ansieht, weil 
sie von Fleischvergiftern schwer unterscheidbar sind. Selbstverstiindlich 
ist es sehr wohl méglich, dass bei Fleischvergiftung auch solche Bazillen 
vorkommen, welche bei Tieren nachgewiesen werden, wie Miiusetyphus- 
bazillen u.a. Doch ist noch eine andere Méglichkeit vorhanden, dass 
nimlich bei Fleischvergiftung ausser den oben genannten Bakterien noch 
verschiedene andere unbekannte Bakterien vorkmmen. Uberhaupt weis: 
man noch nicht, was fiir Bakterien aus der Paratypus B-Gruppe sich bei 
der Nahrungsmittelvergiftung beteiligen. Deshalb méchte ich hier unter 
Aertryckbazillen nur solche Mikroben verstehen, welche bei Fleischver- 
giftung nachgewiesen waren, wie man das friiher meinte. 

Nun muss gefragt werden, ob Paratyphus B-Schottmiiller als 
Aertryckbazillen betrachtet werden miissen, oder ob Schottmiiller’sche 
Bazillen bei der Nahrungsmittelvergiftung nachweisbar sind. Viele 
Forscher in Deutschland wollen diese Mikroben von Sch ott miiller-Bazil- 
len nicht unterscheiden, sondern neigen im allgemeinen zu der Annahme, 
dass sie, je nach den Umstiinden, einmal bei Fleischvergiftung, ein andermal 
als Erreger typhéser Erkrankung wirken kénnen, wie oben auseinander- 
gesetzt ist. In England machte jedoch Bainbridge” als erster darauf 
aufmerksam, dass Paratyphus B-Schottmilier-Bazillen durch Absorp- 
tion von Aertryckbazillen, welche bei Nahrungsmittelvergiftung gefunden 
worden waren, deutlich differenzierbar sind. Dabei war er der Meinung, 
dass Paratyphus B-Gruppe Bazillen, welche bei Nahrungsmittelvergifung 
gefunden waren, B. suipestifer darstellen. Von dieser Anschauung aus 
untersucht er,” gemeinsam mit O’Brien, viele Stiimme der Paratyphus 
B-Gruppe absorptorisch und kam zu dem Resultat, dass diese Bakterien 
in zwei Gruppen geteilt werden kénnen, von denen die eine Paratyphus 
B-Schottmiller und die andere B. suipestifer darstellt. Dabei ging er 
so weit, zu behaupten, erstere Bakterien wiiren ausschliesslich typische 
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Menschenbewohner, welche nur bei Menschen typhése Erkrankung hervor- 
rufen, und letztere kiimen bei Tieren vor, gelangten je nach der Gelegen- 
heit in den menschlichen Kérper und verursachten dort Nahrungsmittel- 
vergiftung. Ahnliches beobachteten vor ihm schon andere Forscher, ohne 
dem besondere Bedeutung beizumessen. Dock,” Levy u. Fornet, 
Citron” und Boycott” beobachteten niimlich, ganz unabhingig von- 
einander, dass Paratyphus Schottmiiller von den Fleischvergiftern, den 
Kiin’schen Bazillen, Hogcholerabazillen und Miusetyphusbazillen absorp- 
torisch deutlich differenzierbar sind. Wie oben auseinandergesetzt wurde, 
ist auch von Aoki" und mir" beobachtet worden, dass Paratyphus 
$-Schottmiiller- Bazillen, welche bei menschlicher typhéser Erkran- 
kung nachgewiesen waren, von den anderen, welche bei Nahrungsmittelver- 
giftung gefunden waren, auch durch Anwendung der vier spezifischen 
Sera einfach agglutinatorisch deutlich differenzierbar sind. Nach diesen 
neueren Befunden scheint die Annahme gerechtfertigt, dass Aertryck- 
bazillen, welche bei Nahrungsmittelvergiftung nachweisbar sind, von 
Schottmiiller-Bazillen, welche bei typhéser Erkrankung vorkommen, 
ganz differenziert sind. Doch ist damit die Frage noch nicht geklirt, was 
fiir Bakterien aus der Paratyphus B-Gruppe bei Fleischvergiftung nach- 
weisbar sind, ferner, ob Schottmiiller-Bazillen Fleischvergittung absolut 
nicht hervorrufen kénnen. Um diese Frage zu kliiren, miissen méglichst 
viele Stiimme der Paratyphus B-Gruppe Bazillen, welche bei Nahrungs- 
mittelvergiftung nachgewiesen und Aertryckbazillen genannt werden, nach 
unserem neuen Schema untersucht werden. Nach der Angabe von 
Schiitze™ sollen Perry und Tidy als erste Aertryckbazillen in zwei 
Typen, Mutton und Newport, absorptorisch differenziert haben. Darauf- 
hin studierte Schiitze diese Bazillen noch ausfiihrlicher. Er untersuchte 
niimlich im ganzen 46 Stimme aus Aertryckgruppen absorptorisch. Dabei 
konnte er sie in 8 Typen differenzieren, von denen 5 direkt aus erkrankten 
Menschen, die drei A4ndern entweder als Reinkultur im Laboratorium auf- 
bewahrt oder aus Affen oder aus Ieitungswasser geziichtet wurden. Diese 
8 Typen sind folgende: 1. Mutton-Typus, 2. Hirschfeld-Typus, 5. 
Newport-Typus, 4. Stanley-Typus, 5. Binns-Typus, 6. Arkansas-Typus, 
7. ,G”-Typus, 8. Reading-Typus. Was fiir eine absorptorische Dif- 
ferenzierung zwischen den einzelnen Typen nachweisbar war, wurde nicht 
angegeben. Ferner findet man in seiner Arbeit keine Angabe dariiber, in 
was fiir einer Beziehung diese Typen den schon bekannten Bakterien aus 
der Paratypus B-Gruppe gegeniiber stehen. Fiinf von diesen 8 Typen 
sind durch Liebenswiirdigkeit von Herrn Prof. Flexner in unsere Samm- 
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lung gekommen. Ihm sprechen wir auch bei dieser Gelegenheit unseren 
verbindlichsten Dank aus. Es sind folgende: Mutton, Newport, Stanley, 
,G“ und Reading. Sie wurden, bis auf Reading, bei Nahrungsmittelver- 
giftung nachgewiesen. Aus dem oben angegebenen Grunde wurden sie 
bei uns nach unserem Schema genau untersucht. Sie wurden niimlich 
zuerst mikroskopisch und kulturell untersucht. Sowohl mikroskopisch als 
auch kulturell verhielten sie sich wie Paratyphus B-Bazillen. Um zuerst 
die Identitaét der Stimme gegeneinander zu bestimmen, wurden 5 Sera mit 
diesen 5 Stiimmen bei Kaninchen hergestellt. Mit diesen 5 Sera wurden 
ihnen entsprechende 5 Stimme kreuzweise agglutiniert. Wie man aus 
Tabelle 1 ganz deutlich ersehen kann, wurde festgestellt, dass kein Stamm 
mit dem anderen ganz identisch ist, weil kein Stamm in allen 5 Sera im 
gleichen Verhiiltnis reagierte. Ferner wurde die Identitit dieser Stiim- 
me auf die Weise untersucht, dass der Titer der heterologen Aggluti- 
nation mit dem der homologen wiihrend der Immunisierung verglichen 
wurde, wie Aoki u. a.” das festgestellt haben. Dafiir wurde die Blut- 
probe wiihrend der Immunisierung Kaninchen aus der Ohrvene entnommen. 
In den Sera wurden sowohl die homologen, d.h. die zur Vorbehandlung 
angewandten, Pekterien als auch die heterologen Bakterien agglutiniert. 
Der Titer der heterologen Bakterien, niimlich der Mitagglutination, wurde 
mit dem der homologen, niimlich der Hauptagglutination, divicdiert. 
Auf diese Weise bekommt man einen agglutinatorischen Index, wodurch 
das Verhalten der heterologen Bakterien homologen Bakterien gegeniiber 
festgestellt werden kann. Falls dieser Index nimlich wihrend der Im- 
munisierung so gross wie 1/1 ausfiillt, so deutet das darauf hin, dass die 
beiden Bakterien, welche dabei agglutiniert wurden, identisch sind. Je 
differenzierter beide Bakterien waren, desto kleiner trat der Index wiih- 
rend der Immunisierung auf. Zuerst wurde ,,G“ anderen Stimmen ge- 
geniiber untersucht. Wie in Tabelle 2 (a) steht, zeigt sich der Index bei 
homologen Bakterien immer 1/1 gross. Bei Stamm Newport fiel er beinahe 
s0 gross wie 1/1 aus. Bei anderen Bakterien wurde er immer kleiner als 
1/1, so dass der ,,G“ Stamm dem Stamm Newport am niichsten zu stehen 
scheint. Danach wurde die Beziehung des Stammes Newport zu den 
andern Stimmen untersucht. Wie Tabelle 2 (b) zeigt, scheint der Stamm 
Newport dem Stamm ,,G“ am niichsten zu stehen, weil der Index Stamm 
»,G“ gegeniiber fast immer so gross wie 1/1 wurde. Demuniichst scheint 
dieser Stamm dem Stamm Reading nahe verwandt zu sein. Dann wurde 
die Beziehung des Stammes Reading zu den anderen Stiimmen untersucht. 
Es ergab sich, dass der Stamm Reading dem Stamm Newport am niichsten, 
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dann dem Stamm ,,G“ nahe steht. Ferner scheint er dem Stamm Stanley 
auch nicht so fern zu stehen, weil er in dem Serum von Reading immer 
ziemlich stark reagierte (Tab. 2c). Zum Schlusse wurde die Beziehung 
des Stammes Stanley den anderen Stiimmen gegeniiber studiert. Es stellte 
sich heraus, dass er, wenn er auch mit keinem so nahe verwandt zu sein 
scheint wie mit den homologen, doch mit allen Stimmen ziemlich nahe 
verwandt ist (Tab. 2d). Nach all diesen Ergebnissen kann man wohl an- 
nehmen, dass diese 4 Stiimme, wenn auch gegenseitig stark verwandt, doch 
nicht identisch sind. Dabei ist besonders hervorzuheben, dass sich die drei 
Stiimme ,,G“, Newport und Reading gegenseitig am niichsten stehen. 
Ferner wurden diese 4 Stiimme absorptorisch verglichen. Die Sera 
wurden von diesen 4 Stiimmen gegenseitig absorbiert. In diesen absor- 
bierten Sera wurden die 4 Stiimme agglutiniert. Dabei ergab sich, dass 
kein Stamm mit den anderen identisch ist. Es scheinen ,,G“, Newport 
und Reading gegenseitig viel niiher als mit dem Stamm Stanley verwandt 
zu sein (Tab. 3). Durch die obigen Versuche wurde genau nachgewiesen, 
dass die 4 Stiimme, niimlich ,,G“, Newport, Reading und Stanley, gegen- 
seitig nicht identisch sind. Doch verhielten sie sich gegenseitig nahe 
verwandt. Besonders ist dieses Verhalten zwischen dem Stamme ,,G“, 
Newport und Reading deutlicher ausgeprigt. 

Die ganze fiinf Stimme wurden ferner in unseren repriisentierenden 
zwei Paratyphus B- und zwei Miiusetyphus-Sera nach dem Aoki’schen 
Schema*” agglutiniert. Es ergab sich, dass alle 5 Stimme in einem 
typischen Paratyphus B-Serum und in einem typischen Miusetyphus- 
serum ohne Ausnahme sehr stark, besonders bei Mutton, ,,G“, Rea- 
ding und Stanley, aber in den anderen Sera, nimlich in atypischem 
Paratyphus B- und atypischem Miausetyphusserum, bis auf den Mutton- 
stamm, nicht agglutiniert wurden. Nach diesen Ergebnissen muss man 
annehmen, dass der Stamm Mutton als Miiusetyphusbazillen, dagegen die 
vier anderen Stiinime ,,G“, Newport, Reading und Stanley weder als 
Paratyphus B noch als Miusetyphus angenommen werden kénnen. Sie 
wurden ferner in Hogcholeraserum untersucht. Dabei ergab sich, dass 
Stimme, Mutton, Newport und Reading, darin sehr stark, ,,G“ bis 
zum Titer agglutinierten. Der Stamm Stanley reagierte etwas schwiicher. 
Danach muss angenommen werden, dass der Stamm Mutton immer zum 
Miiusetyphus, ferner der Stamm ,,G“ zu Hogcholera gehért; die iibrigen 
drei wurden nicht festgestellt. Als Hogcholera-Stamm miissen sich Bak- 
terien niimlich nach unserem Schema so verhalten, dass sie ausser Hog- 
cholera-Serum noch in typischem Paratyphus B- und typischem Miiuse- 
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typhus-Serum sehr stark, fast bis zum Titer, reagieren. Deshalb wurden 
diese drei Stimme ferner noch in anderen Sera, nimlich 2 Girtner-Sera, 
‘Typhus- und Paratyphus A-Serum, untersucht. Es wurde auch festgestellt, 
dass sie in keinem Serum, bis auf Stanley, ganz agglutinieren. Sie reagierten 
nimlich merkwiirdiger Weise in 'Typhusserum sehr stark und deutlich, fast 
bis zum Titer. Doch kann man sie nicht als Typhusstamm annehmen, weil 
sie in typischem Paratypus B- und Miiusetyphus-Serum sehr stark, fast bis 
zum Titer, agglutinieren kénnen, weil jedoch unser typisches Paratyphus B- 
und typisches Miiusetyphus-Serum Typhusbazillen garnicht beeinflussen 
kénnen (Tab. 4). Nach diesen Ergebnissen scheinen die drei iibrigen Stiim- 
me, welche gegenseitig differenziert sind, als zu irgend einer bekannten 
Bakterie gehérig nicht festgestellt werden zu kénnen. 

Da sich diese 5 Stimme beim vorigen Versuche, wo sie in verschiede- 
nen repriisentierenden Sera agglutiniert wurden, teils als Miiusetyphus, 
teils als Hogcholera, teils als unbestimmt herausstellten, wurden diese 
repriisentierenden, bekannten Sera entsprechenden Bakterien-Stiimme wiih- 
rend der Immunisierung von Kaninchen mit den 5 Stiimmen agglutiniert, 
um festzustellen, mit welchem von diesen bekannten Bakterien sie sich 
gleichartig verhalten. Dabei wurde so verfahren. Falls die bekannten 
Bakterien so stark wie die homologen agglutinierten, miissen die beiden 
als gleichartig angenommen werden, wie oben auseinandergesetzt wurde. 
Wie man aus Tabelle 5 (a) ersieht, zeigt sich der Wert des Index bei dem 
Stamm Mutton den beiden Miiusetyphusbazillen gegeniiber immer so gross 
wie 1/1. Ferner verhielt er sich typischen Paratyphus B-Bazillen ge- 
geniiber so wie der Index 1/1, doch atypischen Paratyphus B-Bazillen ge- 
geniiber viel kleiner als 1/1. Den anderen Bakterien gegeniiber zeigte 
sich der Index immer viel kleiner als 1/1. Infolgedssen muss der Stamm 
Mutton hier auch als Miiusetyphusbazillenart angenommen werden (Tab. 
5a). Derselbe Versuch wurde mit dem Stamm ,,G“ ausgefiihrt. Es 
stellte sich heraus, dass der Index bei dem Stamm ,,G“ Hogcholerabazil- 
len gegeniiber immer so gross wie 1/1 war. Dazu wurde er typischen 
Paratypbus B- und Miiusetyphus-Bazillen gegeniiber beinahe so gross wie 
1/1; ebenso verhielt er sich atypischem Paratyphus A (P.A.I) gegeniiber. 
Infolgedessen muss der Stamm ,,G“ nach dem Schema von Aoki als mit 
Hogcholerabazillen identisch betrachtet werden (Tab. 5 b). Dann wurde 
derselbe Versuch mit dem Stamm Newport angestellt. Hier wurde auch 
beobachtet, dass der Index Hogcholerabazillen gegeniiber wiihrend der 
Immunisierung immer 1/1 gross blieb. Ebenso verhielt er sich im grossen 


und ganzen typischen Paratyphus B- und Miiusetyphus-Bazillen und aty- 
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pischen Partypus A-Bazillen gegeniiber. Danach scheint der Stamm 
Newport mit Hogcholera identisch zu sein. Da er aber einerseits Typhus- 
bazillen, anderseits Abortus equi ziemlich nahe verwandt war, scheint er 
nicht Hogcholerabazillen, sondern eine Zwischenform zu sein, welche zwi- 
schen Hogcholera und Abortus equi steht (Tab. 5c). Fast gleiches Ver- 
halten zeigt der Stamm Reading den anderen bekannten repriisentierenden 
Stiimmen gegeniiber (Tab. 5d). Ein gleicher Versuch wurde mit dem 
Stamme Stanley ausgefiihrt. Es stellte sich heraus, dass sich der Index 
zwar einerseits Hogcholera, typischen Paratyphus B-, typischen Miiuse- 
typhus-, atypischen Paratyphus A (P.A.I)- und Abortus equi-Bazillen 
gegeniiber so verhielt wie bei Newport, doch anderseits Typhusbazillen 
noch niiher stand als Newport. Nach diesen Ergebnissen stellt der 
Stamm Stanley einen Stamm dar, welcher einerseits Hogcholera, anderseits 
Typhusbazillen und eventuell auch Abortus equi verwandt ist (Tab. 5 e). 
Ferner wurden die 5 Stiimme repriisentierenden Bakterien gegeniiber 
absorptorisch untersucht, welche in den obigen immunisatorischen Un- 
tersuchungen als nahe verwandt festgestellt waren. Zuerst wurde das Serum 
Mutton mit zwei Miiusetyphusstiimmen und einem typischen Paratyphus 
B-Stamm einzeln absorbiert. Dabei ergab sich, dass die Agglutination 
von Mutton von beiden Miiusetyphusstiimmen total; aber vom typischen 
Paratyphus B-Stamm nicht weggenommen wurde. Umgekehrt wurden 
die Agglutinine der zwei Miiusetyphusstiimme von dem Stamm Mutton 
total, die Agglutinine von Paratyphus B von ihm aber nicht weggenom- 
men. Nach diesem Ergebnis kann man annehmen, dass der Stamm Mutton 
hier auch als Miiusetyphusbazillen angenommen werden muss (Tab. 6 a). 
Auf gleiche Weise wurde das Serum ,,G“ mit Hogcholera, Paratyphus B-, 
Miiusetyphus- und atypischen Paratyphus A-Bazillen einzeln absorbiert, 
weil diese Bazillen im ,,G“-Serum sehr stark agglutiniert wurden. Es 
ergab sich, dass die » G@“-Agglutinine von Hogcholerabazillen total, aber 
von Paratyphus B-, Miiusetyphus- und atypischen Paratyhus A-Bazillen 
fast garnicht weggenommen wurden. Umgekehrt konnte der Stamm ,,G“ 
Ageglutinine dieser 4 Sera fast nicht absorbieren. Danach scheint der 
Stamm ,,G“ mit dem betrteffenden Stamme Hogcholerabazillen nicht ganz 
identisch, doch als eine Art derselben betrachtet werden zu kénnen (Tab. 6 b). 
Derselbe Versuch wurde mit Newport-Serum ausgefiihrt. Es wurde 
beobachtet, dass der Stamm Newport mit Hogcholerabazillen absorptorisch 
kaum verwandt ist (Tab. 6 ¢). Zu gleichem Resultat gelangte der Versuch 
mit dem Serum Reading (Tab. 6d). Da sich der Stamm Stanley im- 
munisatorisch einerseits als Typhus, anderseits als Hogcholera und Abortus 
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equi nahe verwandt erwiesen hatte, wurde das Serum von Stanley mit den 
Stiimmen einzeln absorbiert. Es zeigte sich, dass die Agglutinine von Stan- 
ley von den angegebenen Stiimmen nicht absorbiert werden. Ferner wurden 
Sera von Hogcholera, Typhus-, Abortus equi-, typischen Paratyphus B- und 
typischen Miiusety phus-Bazillen von Stanley-Bazillenerschépft. In den ein- 
zelnen Sera agglutinierten die homologen Bakterien fast unveriindert. In- 
folgedessen muss angenommen werden, dass der Stamm Stanley sowohl mit 
Hogcholera als auch mit Typhusbazillen und Abortus equi absorptorisch 
fast nicht verwandt ist (Tab. 6c). Zu allen obigen Ergebnissen, sowohl 
agglutinatorisch, immunisatorisch als auch absorptorisch zusammen be- 
trachtet, sei Folgendes erliiutert: 5 Stiimme, welche von Schiitze als Aer- 
tryckbazillen aufgefasst worden sind, wie Mutton, ,,G“, Newport, Reading 
und Stanley, sind agglutinatorisch ziemlich nahe verwandt, doch nicht 
einheitlich. Darunter sind zwei, nimlich Mutton und ,,G“, als bekannte 
Bakterien festgestellt. Ersterer wurde als Miiusetyphusbazillen und letzte- 
rer als eine Art Hogcholerabazillen festgestellt. Bei den iibrigen drei 
Stiimmen, welche gegeneinander differenziert, jedoch sehr nahe miteinander 
verwandt sind, konnte nicht festgestellt werden, zu welchen Bakterien sie 
gehéren. Doch scheinen sie einerseits Hogcholera, anderseits Abortus equi 
nahe verwandt zu sein. Dabei muss bemerkt werden, dass Stamm Stanley 
auch noch als Typhusbazillen sehr nahe verwandt auftrat. 

Nun ist zu fragen, ob alle 5 Stiimme Aertryck, besonders diese drei 
Bakterienstiimme, von Anfang an als diese Bakterienform vorhanden waren, 
oder ob sie wiihrend der Umziichtung auf kiinstlichem Nihrboden sich so 
variiert haben, dass man sie nicht mit irgend einer Art Bakterien ag- 
glutinatorisch identifizieren kann. Es ist eine bekannte Tatsache, dass 
sich Bakterien wihrend der Umziichtung auf kiinstlichem Nihrboden 
immer veriindern. Wir haben schon selbst solche Erscheinung bei ver- 
schiedenen Bakterien beobachtet, z. B. bei Paraty phusgruppe-Bazillen und 
Dysenteriebazillen, bei Pneumokokken und Meningokokken ; sowohl mor- 
phologisch, als auch kulturell, ja sogar agglutinatorisch. Bei Nahrungs- 
mittelvergiftern konnte ich auch eine agglutinatorische Veriinderung beo- 
bachten. Falls sie bei den Umziichtungen sich veriindern, ist es leicht 
méglich, unter diesen Varianten diejenige zu finden, welche mit irgend 
einer bekannten Bakterie identisch ist. Infolgedessen ist es ferner mdglich, 
dass die gegenseitig nahe verwandten drei Stimme als identisch zum Vor- 
schein kommen. Um diese Frage zu beantworten, wurden diese 5 Stiimme 
zuerst in méglichst viele Kolonien zerlegt. Die einzelnen Kolonien wurden 
genau mit allen repriisentierenden Sera agglutinatorisch untersucht, um zu 
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erkennen, ob darunter irgend ein typischer oder atypischer Miusetyphus, 
Hogcholera oder ein anderer Bazillus nachweisbar seien. 


Stamm Mutton: 

Dieser Stamm sollte bei der Nahrungsmittelvergiftung nachgewiesen 
werden. Von ihm wurden 100 Kolonien isoliert. Sie wurden in den 5 
reprisentierenden Sera, nimlich zwei Paratyphus B-, zwei Miusetyphus- 
und einem Girtner-Serum agglutiniert. Dabei wurden 4 Formen, a,b, 
c,d, in Zahlenverhiiltnissen nachgewiesen, wie sie unten angegeben sind. 
Von der a-Form wurden nimlich 3894, von der b-Form 8%, von der c- 
Form 1696 und von der d-Form 382% nachgewiesen. Die a-Form stellt 
die Variante dar, welche die Aertryckform von Aoki, nimlich die aty- 
pische Form der Miiusetyphusbazillen ist ; die b-Form die Variante, welche 
typische Miiusetyphusbazillen ist ; die c-Form die Variante, welche mit 
Hogcholera Ahnlichkeit hat, und die d-Form die, welche keinen typischen 
Charakter zeigt (Tab. 7). Danach scheint die Aertryckform von Aoki 
bei diesem Stamme an Zahl ziemlich vorwiegend zu sein. Mit drei von 
diesen 4 Varianten, niimlich a, b, c, wurden Absorptionsversuche zwei 
Miusety phus- und einem typischen Paratyphus B-Bazillen gegeniiber aus- 
gefiihrt (Tab. 8). Es zeigte sich, dass sich diese drei Varianten diesen drei 
repriisentierenden Sera gegeniiber immer gleich und zwar so verhielten wie 
Miusetyphusbazillen. Zu Paratyphus B-Bazillen haben sie absorptorisch- 
keine Beziehung gezeigt. 


Tac 


Stamm ,,G“: 


Dieser Stamm soll bei einer Gastroenteritis von Affen gefunden sein. 
Von ihm wurden auch 100 Kolonien in 10 repriisentierenden Sera aggluti- 
natorisch untersucht. Die Sera sind folgende: 1 Typhus-, 2 Paraty- 
phus A-, 2 Paratyphus B-, 2 Miusetyphus-, 2 Gartner und 1 Hogcholera- 
Serum. Dabei wurde bei ihm immer nur eine Form nachgewiesen. Sie 
agglutinierten in Hogcholeraserum bis zum Titer, fernr in atypischem 
Paratyphus A-Serum, typischem Paratyphus B- und typischem Miuse- 
typhus-Serum sehr stark bis zum Titer oder fast bis zum Titer, aber in 
anderen Sera fast nicht (Tab. 9). Danach muss angenommen werden, dass 
der Stamm ,,G“ fast keine Variante abgegeben hat und immer Hogcholera- 
bazillen geblieben ist. 

Stamm Newport: 

Dieser Stamm soll auch bei der Nahrungsmittelvergiftung von Men- 
schen nachgewiesen worden sein. Hier wurden auch 100 Kolonien in 11 
Sera agglutinatorisch untersucht. Die Sera sind 1 Typhus-, 1 Hiihnerty- 
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phus-, 2 Paratyphus A-, 2 Paratyphus B-, 2 Miiusetyphus-, 1 Hog- 
cholera-, 1 Abortus equi- und 2 Giirtner-Sera. Es ergab sich, dass sie in 
drei Formen, niimlich in die a-, b-, c-Form, geteilt werden konnten. Die 
a-Form stellte Stimme dar, welche in Hogcholeraserum fast bis zum Titer, 
in atypischem Paratyphus A-Serum und typischem Paratyphus B-Serum 
sehr stark, fast bis zum Titer, ferner in typischem Miiusetyphus-Serum 
und Abortus equi-Serum sehr stark, doch nicht so stark, wie der Titer, in 
den anderen Sera gar nicht agglutinierten (Tab. 10). Nach diesem Re- 
sultate scheinen sie mit Hogcholerabazillen nahe verwandt, doch nicht ganz 
eins zu sein. Doch muss dabei bemerkt werden, dass sie von Hogcholera- 
bazillen dadurch differenziert sind, dass sie anderseits im Abortus equi- 
Serum stark reagierten. Es sind im ganzen 70%. Die b-Form stellte 
Stiimme dar, welche in allen Sera nicht reagierten. Deshalb scheinen sie 
soleche Varianten darzustellen, welche schwer agglutinabel sind. Es sind 
im ganzen 10%. Die c-Form stellte eine Variante dar, welche in den Sera, 
in denen die a-Form stark agglutinierte, ziemlich stark, doch viel schwii- 
cher als die a-Form agglutinierte. Sie machten 20% aus. Wiihrend der 
Immunisierung der Kaninchen mit der a-Form agglutinierten Hogcholera- 
bazillen darin ebenso stark wie homologe Bazillen. Fast ebenso stark 
reagierten dabei atypische Paratyphus A-, Abortus equi-, ferner typische 
Paratyphus B- und typische Miusetyphus-Bazillen, dazu wurden Typhus- 
bazillen darin ziemlich stark-(Tab. 11). Nach diesem Ergebnisse kann 
man wohl annehmen, dass die a~Form einerseits Hogcholera, anderseits 
Abortus equi verwandt ist. Absorptorisch wurden sie mit keinem identi- 
fiziert (Tab. 12). 
Stamm Reading: 

Bei diesem Stamme wurden zwei Formen unter den 100 Kolonien 
nachgewiesen. Die a-Form stellte diejenigen Stiimme dar, welche unter 
denselben 11 Sera in typischem Paratyphus B-, tyhischem Miiusetyphus-, 
Hogcholera- und Abortus equi-Serum sehr stark, doch noch nicht so stark 
wie fast bis zum Titer, beeinflusst wurden. Dagegen stellte die b-Form die 
jenigen Stiimme dar, welche nur in Abortus equi-Serum sehr stark ag- 
glutinierten (Tab. 13). Infolgedessen scheint die a-Form einerseits Hog- 
cholera, anderseits Abortus equi; dagegen die b-Form mehr Abortus equi 
nahe verwandt zu sein. Immunisatorisch wurde auch festgestllt, dass die 
a-Form mehr Hogcholera ihnlichen Charakter zeigt, so dass Abortus equi 
dabei ganz schwach agglutinierte, ebenso Typhusbazillen (Tab. 14). Die 
b-Form verhielt sich dagegen einerseits Hogcholera, anderseits Abortus 
equi nahe verwandt (Tab. 15). Absorptorisch wurde auch nachgewiesen, 
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dass die beiden Formen gegenseitig identisch, doch mit keinem identisch 
sind (Tab. 16, a, b). 
Stamm Stanley: 

Dieser Stamm soll bei Nahrungsmittelvergiftung nachgewiesen worden 
sein. Hier wurden auch zwei Formen nachgewiesen. Die a-Form stellte 
diejenigen Stiimme dar, welche in Typhusserum sehr stark, ferner in typi- 
schem Paratyphus B- und typischem Miusety phus-Serum sehr stark, ferner 
in Hogcholeraserum stark agglutinierten. Die b-Fom stellte dagegen eine 
solche dar, welche in Typhusserum sehr stark, bis zum Titer, aber in allen 
anderen Sera gar nicht reagierte (Tab. 17). Als Zwischenform wurde noch 
eine andere beobachtet, welche im grossen und ganzen sich so verhielt wie 
die a-Form, aber immer etwas schwiicher. Wiahrnd der Immunisierung 
mit diesen beiden Formen, a und b, wurden die anderen bekannten Bak- 
terien agglutinatorisch verglichen. Dabei ergab sich, dass die a-Form sich 
so verhielt, als ob sie einerseits Typhusbazillen, anderseits Hogcholerabazil- 
len verwandt sei (Tab. 18 a). Die b- Form verhielt sich immunisatorisch 
genau so wie die a-Form (Tab. 18 b). Absorptorisch wurden die beiden 
als gegenseitig identisch, doch als mit keinen bekannten Bakterien 
identisch nachgewiesen (Tab. 19 a, b). 

Aus obigen Ergebnissen geht hervor, dass verschiedene Varianten bei 
den einzelnen Stiimmen nachgewiesen wurden. Dabei wurden bei dem 
Stamme Mutton typische und atypische Miusetyphusbazillen und dem 
Stamme ,,G“ immer eine Form Hogcholerabazillen nachgewiesen. Doch 
bei den drei tibrigen Stimmen wurden keine Varianten nachgewiesen, 
welche als mit den bekannten Bakterien identisch betrachtet werden kén- 
nen. Ferner waren diese Varianten bei den einzelnen Stiimmen absorp- 
torisch gegenseitig identisch. Ferner verhielten sie sich den bekannten 
Bakterien gegeniiber so, dass sie einerseits der Hogcholeraform, anderseits 
der Abortus equi-Form, beim Stamm Stanley sogar noch den Typhusbazil- 
len sehr nahe verwandt sind, wie oben bei den originalen Stiimmen beobach- 
tet wurde. Infolgedessen scheinen diese drei Stiimme im grossen und gan- 
zen yon Anfang an so geformt zu sein. Deshalb wurden 5 Aertryckfor- 
men, welche von Schiitze bestimmt wurden, als zu folgender Form 
gehérig festgestellt: Der eine Typus Mutton als die Aertryckform von 
Aoki, atypische Miiusetyphusbazillen, und der Typus ,,G“ als Hogcholera- 
bazillen. Die iibrigen drei Typen wurden jedoch mit keinem der be- 
kannten repriisentierenden Stiimme identifiziert. Doch scheint die An- 
nahme, dass sie solche Zwischenform darstellen, welche einerseits mit Hog- 
cholera, anderseits mit Abortus equi, ja sogar mit Typhusbazillen, Ahnlich 
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keit haben, berechtigt. Deshalb wurde hier auch nachgewiesen, dass unter 
Aertryckbazillen kein Paratyphus B-Schottmiiller Typus nachweisbar ist. 

Wir haben auch noch 4 Aertryckstiimme, von denen der eine von 
Deutschland eingefiihrt, von Aoki schon untersucht und von ihm als Aer- 
tryckform angegeben wurde. Die drei iibrigen wurden hier in Japan in 
den letzten 6 Jahren bei Nahrungsmittelvergiftungen nachgewiesen. Es ist 


notig, iiber diese drei Aertryckstiimme hier nochmals zu sprechen. 


Stamme Ms 43, Ms 44, Ms 45, Ms 50 und Ms 51: 


Diese Stiimme wurden von Konno und Hirai” bei der Nahrungs- 
mittelvergiftung in einer Seidenfabrik in Koriyama aus Krankenmaterial 
(Kot) isoliert. Damals erkrankten im ganzen 700 Arbeiterinnen. Die 
Stiimme reagierten im Anfang in zwei Miiusetyphussera sehr stark bis zum 
Titer, aber in den beiden Sera von Paratyphus B ganz schwach (‘Tab. 20). 
Infolgedessen wurden sie als Miiusetyphus und zwar als die Aertryckform 
von Aoki angenommen. Als diese Stiimme daraufhin nochmal genau 
untersucht wurden, fiel uns auf, dass sie diesmal in einem typischen Para- 
typhus B-Serum, worin sie im Aufang garnicht reagiert hatten, sehr stark, 
fast bis zum Titer agglutinierten. Diese Erscheinung wurde dann von 


6) 


Konno und mir” eingehend untersucht. Zuerst wurden alle Stiimme in 
Kolonien zerlegt. Alle Kolonien wurden in typischem Paratyphus B- 
Serum agglutiniert. Es zeigte sich dabei, dass zweierlei Kolonien darin 
vorhanden sind, von denen die eine die darstellt, welche in ty pischem Para- 
typhus B-Serum sehr stark, fast bis zum Titer, und die andere die, welche 
darin ganz schwach agglutiniert wird. Es wurde ferner beobachtet, dass 
erstere Form von letzterer Form mit der Umziichtung immer zahlreicher 
neu gebildet wurde. Falls man mit dieser isolierten reinen Aertryckform 
dieser Stiimme Kaninchen vorbehandelt, so wird immer ein Serum herge- 
stellt, welches den typischen Paratyphus B-Stamm ganz schwach reagiert. 
Durch diese Beobachtung wurde klar gelegt, dass die oben beschriebene 
Erscheinung nur dadurch zustande gekommen, dass die typische Form 
Miusetyphusbazillen, aus der originalen Form, niimlich der Aertryckform 
von Aoki, neu gebildet, sehr zahlreich vorhandenist. Infolgedessen ist von 
diesen Aertryckstiimmen anzunehmen, dass sie sehr dazu neigen, die ty pische 
Form abzugeben. 
Stiimme Ms 59, Ms 60, Ms 61, Ms 62, Ms 63, 
Ms 64 und Ms 65: 

Sie wurden von Kajitsuka™ bei einer Nahrungsmittelvergiftung 

bei der japanischen Feldarmee in Spaskaya als Paratyphus B-Gruppe- 

















322 K. Sakai 
Bazillen nachgewiesen. Freundlicher Weise wurden sie uns von ihm ge- 
schickt. Sie wurden bald von mir*™ in 8 repriisentierenden Sera, niimlich 
einem ‘Typhus-, einem Paratyphus A-Serum, 2 Paratyphus B-, 2 Miiuse- 
typhus- und 2 Giirtner-Sera agglutinatorisch untersucht. Es wurde klar, 
dass sie in zwei Miiusetyphus-Sera, sowohl typischen als auch atypischen, 
sehr stark, bis zum Titer agglutinierten. Ferner wurden sie in einem typi- 
schen Paratyphus B-Serum teils stark, teils schwach, aber in einem anderen 
atypischen Paratyphus B-Serum fast garnicht beeinflusst (Tab. 21). In- 
folgedessen wurden sie als Miiusetyphusbazillen angenommen. Sie wurden 
ferner in Kolonien zerlegt und in den repriisentierenden Sera agglutinato- 
risch gepriift. Dabei sah man, dass die atypischen Miiusetyphusbazillen, 
niimlich die Aertryckform von Aoki, bei jedem Stamme der typischen 
Miiusetyphusbazillen in ziemlich grossen Prozentsiitzen zum Vorschein 
kamen. Dabei wurde keine Kolonie nachgewiesen, welche in atypischem 
Paratyphus B-Serum, P.B. 37, sehr stark, bis zum Titer, agglutinie- 
ren kann (Tab. 22). Mit diesen beiden gereinigten Formen wurden fer- 
ner Absorptionsversuche ausgefiihrt. Dabei erwies es sich, dass sie die 
Agglutinine von Miiusetyphussera, sowohl von typischen als auch atypi- 
schen, total wegnehmen kénnen, aber die Agglutinine von Paratyphus 
B-Bazillen nicht. Umgekehrt kénnen Agglutinine dieser Stiimme von den 
beiden Miiusetyphusstiimmen total, aber von den Paratyphus B-Bazillen 
nicht erschdpft werden. Nach diesen Ergebnissen muss angenommen wer- 
den, dass Paratyphus B-Gruppe-Bazillen, welche bei der Nahrungsmittel- 
vergiftung in Spaskaya gefunden wurden, zu Miiusety phusbazillen, und zwar 
zur Aertryckform von Aoki, niimlich zu den atypischen Miusetyphus- 
bazillen, gehéren. 
Stimme N 1 und N 2: 

Diese Stiimme wurden yon Higuchi” bei einer Nahrungsmittelver- 
giftung in der Kadettenschule in Tokyo ebenfulls als Paratyphus B-Grup- 
pe nachgewiesen. Sie wurden von mir* zuerst in 5 repriisentierenden 
Sera, 2 Miiusetyphus-, 1 typischem Paratyphus B- und 2 Girtner-Sera, 
agglutinatorisch untersucht (Tab. 23). Es wurde festgestellt, dass sie in 
einem typischen Miiusetyphusserum sehr stark, fast bis zum Titer, aber in 
einem anderen atypischen Miiusetyphusserum fast garnicht reagierten. 
Deshalb wurden sie als nicht mehr zu Miiusetyphusbazillen gehérig an- 
genommen. Dagegen wurden sie in einem typischen Paratyphus B-Serum 
sehr stark, fast bis zum Titer, in Giirtner-Sera etwas stark agglutiniert. 
Danach scheinen sie zu Paratyphus B-Bazillen zu gehéren. Infolgedessen 
wurden Absorptionsversuche mit diesen Stiimmen Paratyphus B-Serum 
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gegeniiber ausgefiihrt. Dabei kam das Resultat nicht deutlich zum Vor- 
schein. Darum wurden sie in Kolonien zerlegt. Die einzelnen Kolonien 
wurden in denselben Sera agglutiniert (Tab. 24). Es ergab sich, dass 
zweierlei Typen Kolonien nachweisbar sind. Die eine reagierte ganz genau 
wie in den vorigen Versuchen, aber die andere wurde weder in Miiuse- 
typhus-Sera noch im Paratyphus B-Serum reagiert. Sie agglutinierten viel- 
mehr in einem Girtner-serum sehr stark, bis zum Titer. In diesem 
Falle ist es leicht méglich, zweifelnd zu fragen, ob diese merkwiirdige Er- 
scheinung nicht einfach durch irgend eine Verwechselung hervorgerufen 
worden ist. Deshalb wurde folgender Versuch gemacht. Diese einzelne 
reine Kolonie wurde auf Schriigagar geziichtet und mehrmals umgeziichtet. 
Wiihrend dieser Zeit wurde sie wieder in Kolonien zerlegt. Diese einzel- 
ne Kolonie wurde bei beiden Arten in denselben Sera systematisch unter- 
sucht. Es zeigte sich, dass sie beiden Kolonien von der einzelnen Kultur 
neugebildet werden. Dabei wurde eine Zwischenform als dritte nach- 
gewiesen, und zwar wurde genau nachgewiesen, dass diese Giirtner-Form 
aus originaler, Paratyphus B ihnlicher Kultur neu gebildet wurde. Wie 
oben genau auseinandergesetzt worden, scheint eine Art Kolonie Para- 
typhus B-Bazillen und die andere Art Giirt ner-Bazillen darzustellen. Des- 
halb wurde die Girtner-Form mit den zwei reinen Stiimmen Girtner- 
Bazillen aus unserer Sammlung genau sowohl agglutinatorisch und immuni- 
satorisch als auch absorptorisch verglichen. Dabei zeigte sich, dass sie mit 
einem Stamme unserer Girtner-Stiimme identisch ist. Die andere Art, 
welche Paratyphus B-Bazillen iihnlich sich verhielt, wurde auch genau 
mit typischen Schottmiiller-Bazillen sowohl agglutinatorisch und im- 
munisatorisch als auch absorptorisch verglichen. Es ergab sich, dass sie 
mit typischen Schottmiiller-Bazillen sehr nahe verwandt, doch nicht 
identisch ist. Ferner wurden die Zwischenformen dabei beobachtet, welche 
einerseits Paratyphus B-Serum sehr schwach, aber auch im Girtner-Serum 
nicht deutlich agglutinieren. Aus dieser Untersuchung unserer drei Aer- 
tryckbazillen geht hervor, dass zwei davon zur Aertryckform von Aoki, 
nimlich atypischen Miiusetyphusbazillen, gehéren und die letzte ganz dif- 
ferenzierte Bakterien darstellt. Die letztere trat einerseits Paratyphus B 
nahe verwandt auf, gab jedoch anderseits eine Variante ab, welche mit 
einer Art Girtner-Bazillen ganz identisch ist. Dabei muss bemerkt wer- 
den, dass dieser Stamm mit Miiusetyphusbazillen garnicht verwandt ist. 
Infolgedessen konnten sie auch nicht als typische Paratyphus B Schott- 
miiller angenommen werden. Man muss sie als eine Form Bakterien 
annehmen, welche zwischen Paratyphus B und Girtner stehen. 
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Wie oben genau auseinandergesetzt worden, sind die acht Aertryckform- 
Bakterien nicht einheitlich, sondern bestehen aus verschiedenen Bakterien. 
Dabei wurden hauptsiichlich Miusety phusbazillen, besonders die Aertryck- 
form von Aoki, wie auch von Schiitze bemerkt wurde, dann am hiu- 
figsten B. suipestifer nachgewiesen. Drei Stiimme konnten als zu irgend 
welchen bekannten Bakterien gehérig nicht festgestellt werden. Zwei davon 
scheinen doch Hogcholerabazillen niiher verwandt zu sein. Ein anderer 
scheint einerseits mit Hogcholera-, anderseits mit Typhusbazillen nahe 
verwandt zu sein. Dabei muss bemerkt werden, dass alle Stiimme bis zu 
einem gewissen Grade mit Abortus equi verwandt zu sein scheinen. Wir 
haben noch einen Stamm, welcher Paratyphus B-Bazillen sehr iihnlich sich 
verhielt. Er ist jedoch mit ihnen nicht identisch. Dazu gab er immer eine 
Variante ab, welche als Giirtner-Bazillen identifiziert werden konnte. 
Durch all diese Resultate wurde nachgewiesen, dass ty pische Schott miil- 
ler-Bazillen unter den Aertryckbazillen nicht nachweisbar sind, welche 
bei Menschen typhése Erkrankung hervorrufen kénnen. 

Durch diese Beobachtungen scheint die oben gestellte Frage tatsiichlich 
bejaht zu sein, dass die Paratyphus B-Bazillen Schottmiiller keine 
Nahrungsmittel vergiftung hervorrufen, wie schon Bainbridge behauptete. 
Doch méchte ich aus folgenden Griinden diese Annahme nicht stark auf- 
rechthalten. (1). Unser Material ist nicht geniigend gewesen. (2). Ver- 
schiedene Typen Bakterien sind unter Nahrungsmittelvergiftung nachweis- 
bar, wie oben genau berichtet wurde. (3). In Europa sollten solche Fiille 
schon beobachtet werden, wo mit Fleischvergiftung zugleich typhése Er- 
krankung eingetreten ist. Infolgdessen ist die Méglichkeit noch immer 
vorhanden, dass Paratyphus B-Bazillen auch noch bei Nahrungsmit- 
telvergiftung gefunden werden. Doch wurden bei Tieren noch immer 
keine Bakterien nachgewiesen, welche Paratyphus B-Schottmiller dar- 
stellen, wie ich”? schon bei vielen Stimmen Paratyphus B-Gruppe-Bakte- 
rien, welche bei versthiedenen Tierarten gefunden waren, beobachtet hatte. 
Ahnliches behauptet auch Jordan.” Deshalb scheinen Paratyphus 
Schottmiiller, auch wenn sie bei Nahrungsmittelvergiftung nachgewiesen 
wurden, doch nicht von Tieren, sondern von Menschen abzustammen und 
wiirden dann direkt von ihnen in die Nahrungsmittel gelangt sein. Noch 
eine andere Frage, welche mit dieser Frage ganz innig zusammenhiingt, ob 
bei typhésen Erkrankungen ausser Schottmiiller-Bazillen noch andere 
Paratyphusbazillen, ausgenommen Paratyphus A-Bazillen, nachweisbar 
sind, kann ich hier einfach folgendes beantworten. Wie es oben genau 
zitiert steht, wurde eine Art Mikroben in Japan bei typésen Menschen 
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nachgewiesen, welche sich einerseits Paratyphus A, anderseits Hogcholera- 
bazillen tihnlich verhalten. Noch wurden von Hay ashi® bei uns typhése 
Erkrankungen beobachtet, welche nicht durch Paratyphus B- Schott- 
miiller-Bazillen, sondern durch eine Art atypische Miiusetyphusbazillen 
hervorgerufen worden sein miissen. Ferner wurden schon wihrend des Welt- 
krieges von verschiedenen Forschern ( W eil,” Neukirch,®” Hirschfeld® 
u.a.) Paraty phusbazillen beobachtet, welche einerseits dysenterische Erschei- 
nungen, anderseits ty phése Symptome hervorzurufen imstande sind. Diese 
Bazillen weichen von Schottmiiller’schen Bazillen stark ab, sodass sie 
einerseits von W eil* Paratyphus f, anderseits von Hirschfeld Paratyphus 
C genannt wurden. Schiitze® gab sogar an, dass der Stamm Stanley, wel- 
cher bei drei Personen einfache Gastroenteritis hervorgerufen hatte, bei 
dem einen der drei ferner noch typhése Symptome zu verursachen schien. 

Nach diesen Beobachtungen ist es immer noch méglich, dass typhése 
Erkrankung ausser durch Paratyphus B-Schottmiiller, noch durch 
andere Paraty phus B-Gruppe-Bazillen hervorgerufen wird, umgekehrt auch 
Schottmiiller’sche Bazillen neben typhéser Erkrankung auch akute 
Gastroenteritis verursachen kénnen. Doch glaube ich beim jetzigen Stande 
unseres Wissens, dass die meisten Fille von Nahrungsmittelvergiftung nicht 
von Schottmiiller- Bazillen, sondern von anderen Paratyphusgruppe- 
Bazillen, wie Miusetyphus-, Hogcholerabazillen u.a., und typhése Er- 
krankungen meist von Schottmiiller-Bazillen hervorgerufen werden. 
Ausnahmsweise kénnen beide Erkrankungen von denselben Bakterien 


verursacht werden. 
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Ty. 


39 
A. 2 
P. A. 1 
P. B. 14 
P. B. 37 
Ms. 2... 
Ms. 34 oe 
Hg. ch. 10... 
Ab. eq. 3 
= &..... 
H. t. 6 


. Typhus, 

. typischer Paratyphus A, 
. atypischer Paratyphus A, 
. typischer Paratyphus B, 
. atypischer Paratyphus B, 


. typischer Miiusetyphus, 


. atypischer Miiusetyphus, 
.. Hogcholera, 

. Abortus equi, 
... B. enteritidis Giirtner, 


. Hiihnertyphus. 
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Tabelle 1. 
Name der Im- 
Name munsera Mutton aa Newport Reading Stanley 
der Bakterien 
Mutton 50,000 2,000 2,000 5,000 1,000 
a" 2,000 50,000 50,000 20,000 20,000 
Newport 2,000 50,000 50,000 50,000 10,000 
Reading 5,000 10,000 20,000 50,000 20,000 
Stanley 2,000 5,000 1,000 20,000 20,000 
Tabelle 2 (a). 
Zahl der 9 ' rn . 
Vorbehandlungen - “ 4 ” ° 
ao l ] ] 1 1 l 
» Ge ] l l I ] ] 
Newport l | l 1 | 1 
ae” 2 2 2 l l ] 
Reading ] pe 3 1 so 1 1 
—" $ 10 10 4 5 5 
Stanley l 1 1 1 1 | 
,a* $ 20 100 20 10 10 
Tabelle 2 (b). 
Zahl der Ps ied 4 5 6 
Vorbehandlungen 2 = 
»G* L I 1 
Newport 10 ] ] ] l ] 
Newport 1 ] 1 7 = 1 
Newport l | ] ] l 1 
Reading 1 s 3 1 1 ] ] 
Newport 4 4 5 2 2,5 2,5 
Stanley ] | 1 1 1 1 
Newport 4 20 10U 5U 5U 5v 
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Tabelle 2 (c). 
Zahl der 1 on * 4 6 
Vorbehandlungen . 
,ae 1 1 1 1 1 1 
Reading 4 5 2 2,5 2,5 2,5 
Newport : ] : 3 ] ] 
Reading 2 ] l 1 l 
Reading 3 a 1 1 1 
Reading 1 1 | l ] 
_ Stanley 1 1 1 ; 3 2 1 
Reading 4 5 2 5 5 2,5 
Tabelle 2 (d). 
Zahl der ° 2 : 
Vorbehandlungen . os 4 ° 
* an “s 3 1 1 1 1 
Stanley 4 10 4 5 2,5 1 
Newport ] 1 r¥ 1 1 1 
Stanley 4 4 4 5 5 2 
Reading 3 1 3 , . a. 
Stanley 4 4 10 5 ] 
Stanley 1 1 .% 1 a 1 
Stanley 1 1 1 1 1 1 
Tabelle 3 (a). 
Name der Im- 7 New- Read- | Stan- 
munsera ” 4 . 
port ing ley 
Name Sie, 
der Sang Vor d. q« New- | Read- | Stan- % 66 
Bakterien Abs. |” port ing ley ne 
»a 20,000 | 100—| 500 | 2,000 | 10,000} 100—| 100—| 100- 
Newport 10,000 | 100—| 100—| 1,000 | 5,000] 2,000} 500 200 
Reading 10,000=| 100—| 200 100—| 1,000] 1,000 | 500 200 
Stanley 100—| 200 100—; 100-—] 100—| 100—)} 2,000 





3 | 
5,000+| 
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Tabelle 3 (b). 
_ Name der Im- i 
a unser Newport @* Read- Stan- 
we tn ing ley 
Name <"%, ~~ = 7 
der "2g | Vor dd. »« | New- | Read- | Stan- _— 
Bakterien ~— Abs. = port ing ley Newport 
»a* 10,000 | 100—| 100—| 2,000 5,000 500 | 100—| 1,000 
Newport 10,000 | 2,000+; 100—|2,000 [5,000+}] 100—| 100—| 100 
Reading 5,000 | 1,000 100—| 100—/ 1,000 200 | 200 | 1,000 
Stanley 1,000+;, 100—) 100—| 100—| 100—] 200 100 —|10,000+ 
Tabelle 3 (ce). 
Name der Im- —_ J 
"th a muneera Reading aa New- — 
: N40, | port ey 
Name \Ortie, a 
der May | Vor d. q« New- | Read- | Stan- Reading 
Bakterien —\_]| Abs. | ” port | ing ley a 
| | 
»a* 2,000+ 100—| 100—| 100—| 100—]2,000 (2,000 | 100— 
Newport 2,000 500 100—| 100—} 500 |1,000 | 2,000 200 
Reading 2,000 500 200 100—| 500 100—| 100—| 100— 
Stanley 1000+; 100—) 100—| 100—; 100—] 100—| 100—/10,000+ 
Tabelle 3 (d). 
_ Ni: der I lew ~ad- 
ee. we Stanley = G* Ne wii Re ad 
. Ap, port ing 
Name ~rbler, Ee — 
der "4a, | Vor d. q« New- | Read- | Stan- Sieton 
Bakterien ~™ Abs. | ” port ing ley ee 
a" 10,000} 100—| 1,000 | 100—| 100—]10,000 |5,000 | 100— 
Newport 10,000+, 200 100-| 200 100—] 5,000 |5,000+! 500 
Reading 10,000 200 1,000 100 100 - 1,000 | 1,000 500 
Stanley 20,000*| 2,000 |10,000+/10,000+; 100—] 100—|; 100—| 100— 
- ’ ’ , | 
Tabelle 4. 
Nameu Titer] ~ | p, | PB.| PB.| Ms | Mt | on | ra 
a he ee ee ee Be we ee oe 
munsera}| “* “| (typ.) | (atyp.)) (typ.) | (atyp.)| a | 
Name ———______ —— 
der . 20,000 | 10,000 10,000 10,000 | 10,000 10,000 | 10,000 | 10,000 | 10,000 
Bakterien 
| 
Mutton 100—| 100—| 5,000 | 100—/ 10,000 | 10,000) 100—| 100+; 5,000+ 
we 100—| 100—/ 2,000 | 100—| 5,000; 100—; 100—| 100 [10,000 
Newport 200 100—| 2,000+, 100—| 1,000; 100—| 100—| 200 | 5,000 
Reading 100 | 100—|5,000+| 100—/ 10,000! 100—| 100—| 200 | 5,000 
Stanley 10,000} 100—| 5,000+) 100—| 5,000) 100—| 100—| 100+] 1,000 
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Tabelle 5 (a). 
Zahl der » > 5 
Vorbehandlungen . . : ‘ ’ 
PB.14 x a 2 1 1 1 1 
Mutton * ; . 8 2 2 I 25 
PB. 37 a 2 1 1 1 1 
Mutton ~ 2 | 26 100 100 100 50 
Ms.2 | J , “2. a a. 2 1 
Mutton : ] 1 2 1 1 1 
Ms. 34 - Fe 7% 
Mutton °- 1 | 1 1 1 1 1 
_EG.3_.. I 1 1 1 1 1 
Mutton ~ 2 | 50 | 200 100 250 250 
E.G. 18 I 1 1 1 1 I 
Mutton 2 0 200 100 250 250 
He. ch. 10° 7 1 1 1 co 1 1 
Mutton 4 10 “10° 10 25 25 
Tabelle 5 (b). 
Zahl der i a . . 
Vorbehandlungen I . 4 a . 
Ty.39 1 - ie l x 1 1 
» a" 2 40 100 400 200 400 400 
P.A.2 1 1 . 3 1 1 1 
» Ga" ; 40 100 =| 400 400 400 | 400 
PB.14_ 1 1 1 1 1 I 
— =~ Sm 25 | 4 2 40 : 2 
P.B. 37 1 1 1 1 - 1 
»a* 40 25° 40 40 100 200 
Ms. 2 1 1 1 1 1 1 
— 2 25 | 4 4 2 4 
Ms. 34 I 1 1 1 1 1 
» a 20 100 100 20 2=«|-~=—6200 200 
E.G.3 _ 1 oe, 1 1 I 
a 40 100 | 200 200 400 100 
E.G. 18 1 ce § 9 2. 1 Za 
— 40 50)60CU|~CtC#BO 100 200 100 
_Hg.ch.10_ mH 1 y | & 1 l 
+ : 1 1 i, a ] i. 2 a. 
Ab. eq. 3 _ Jd 1 1 1 1 l 
i 20 200 =| 2000 4000 2000 1000 
PAT elas to ee . wa) ® 1 
»a* 2 1 | 5 ble ee Ss ] 
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Tabelle 5 (ce), 
Zahl der 1 ° 5 4 5 6 
Vorbehandlungen " ‘i 
ae Ty. 39 ; Li 1 a a I 1 ] 
Newport ~ 1 2 5 20 10 20 
P.A. 2 1 
Newport 10 20 100 100 100 50 
PAT _ 1 1 1 1 
Newport 1 10° 5 5 1 1 
_ P.B.14 I 1 d 1 
Newport 5 4 20 20 10 10 
PB.37 1 d 1 
Newport 10 4 “bO- 100 100 200 
Ms. 2 . 1 
Newport 2,5 4 10 10 5 10 
Ms. 3 1 1 ] ] ] 1 
Newport 5 10 50 40 100 100 
E.G. Zs ; 1 : ] ] 1 3 
Newport ~ 5 4 50” 200 100 10 
E.G.18 1 - 1 
Newport ~ 25 4 50 200 50 50 
Hg. ch. 10 1 1 1 1 I 
Newport 10 1 1 ] l ] 
Ab.eq.3 a 
Newport ~ i. a 2 10 10 10 10 
Tabelle 5 (d). 
Zahl der 1 o os 4 5 6 
Vorbehandlungen ” = 
_ Ty. 39 ¢ 1 1 +: 1 
Reading 2 4 25 20 5 10 
PA2 ! 1 1 1 1 
“Reading * 4 40 100 200 50 50 
P.A. I 1 1 a * 1 1. 
Reading 1 5 10 5 2,5 2,5 
PB.14 1 1 1 1 1 
Reading 2 2 2 5 5 1 
PB.37 1 1 1 
Reading ~ 4 4 25 100 100 100 
_Ms2 1 1 1 1 1 1 
Reading ~ ] 2 2,5 10 25 5 
Ms. 34 : 1 ] , 1 ] 1 1 
Reading ° 4 40 50 100 50 100 
EG.3 1 1 az. 1 1 1 
Reading ~ 2 20 0) 200 “50 iy 
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Zahl! der 


























Vorbehandlungen 1 2 3 4 6 6 
E.G, 18 : 1 1 1 1 1 
Reading 2 20 0 100 100 25 

Hg. ch. 10 1 1 1 1 1 1 
Reading 4 5 3 2,5 2,5 2,5 
Ab. eq. 3 1 1 Ae 1 1 I 
Reading 2 “10 10 25 “10 . a 

Tabelle 5 (e). 

Zahl der e - . . 

Vorbehandlungen I . - 4 as . 
Ty. 39 J 1 1 l 1 l 
Stanley ] ] 4 5 5 2 
P.A. 2 1 1 1 1 1 1 
Stanley 10 50 400 500 5V0 200 
P.A. I mS 1 1 - oy 1 | 
Stanley l 2 2 ) 5 2 
P.B. 14 I I 1 l 1 1 
Stanley 5 5 ¥ 2 : 1 
PB. 37 1 1 1 I et 4 
Stanley 2 10 40 50 50 20 

Ms. 2 1 1 1 1 , Tf 3 
Stanley l 5 10 25 10 2 
Ms. 34 1 1 1 a 2 
Stanley 10 25 100 100 50 |) 20 
E.G. 3 I 1 1 ] 1 1 
Stanley 10 100 200 200 250 100 
E.G. 18 = | 1 1 I | 1 
Stanley 10 25 20) 250 250 | «(100 

Hg. ch. 10 1 a 5 1 1 
Stanley 1 2 1 2 2 1 
Ab. eq. 3 1 1 J . a aes 
Stanley ] 2 10 : yy 5 4 

Tabelle 6 (a). 
Name der Im & s 5 
a hema Mutton Ms - — . 
. Ab, =e : : 
Name "len, - — 
der a | Vord.| Mut- | Ms. | Ms P.B. Mutton 

Bakterien Abs. ton 2 34 14 — 

Mutton 20,000; 100—; 100—| 100—) 20,000] 100—| 100—| 100 

Ms. 2 20,000 100—|} 100— 100—)| 20,000 100— 100—| 100— 

Ms. 34 20,000; 100—| 100—| 100—| 20,000} 100—| 100—| 100- 
P.B. 14 5,000} 100—| 100—| 100-—] 100— — 2,000 
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344 K. Sakai 
Tabelle 20. 
Name u. Titer Ms. 2 Ms. 34 P.B.14 | P.B. 37 
der Immunsera (typ.) (atyp.) (typ.) (atyp. 
Heme 5,000 10,000 5,000 10,000 
der Bakterien , , 7 
Ms. 43 5,000 10,000 | = 200+ 100 
st 44 5,000 10,000 | 200+ 100— 
z 45 5,000 | 10000 | 200+ | 100- 
* 50 5,000 10,000 200+ 100— 
se 51 5,000 10,000 | 200+ 100— 
Tabelle 21. 
Name u. Titer on | e| P.B. 14 P.B. 37; Ms. 2 | Ms. Mi ng al an ic 
der Im- Ty. 37 P.A. 2 (typ.) | (atyp.) | (typ.) (atyp.) E.G. 3 | E.G. 18 
munsera |———| | — -—- 
Name : . « its 
der Bakterien \__ | 20,000] 5,000 | 5,000 | 10,000 10,000 | 10,000 | 20,000 10,000 
~ ! | 
Ms. 59 100} 100 | 2,000 | 100—| 10,000/ 10,000} 100—| 100 
» 60 100} 100} 200 | 100—| 10,000| 10,000) 100—| 100- 
— 100 | 100 2,000 | 100—| 10,000! 10,000) 100—| 100- 
» 62 100 | 100/ 200 | 100—| 10,000) 10,000) 100—| 100- 
, 68 100 | 100 | 2,000 | 100—| 10,000| 10,000! 100—| 100- 
» 64 100} 100} 200 | 100—| 10,000] 10,000) 100—| 100- 
a 100 | 100 | 2,000+| 100—| 10,000] 10,000' 100—| 100- 
| | | 
Tabelle 22. 
Name u. Titer eal ® P.B. 14] P.B. 37) Ms. 2 | Ms. 34) 1. olor ic 
der Im- Ty. 39} P.A. 3 (typ.) (atyp.) | (typ.) | (atyp.) E.G. 3/ E.G. 18 
munsera — a ——— — —_— — — 
a < 20,000! 5,000 | 5,000 | 10,000 | 10,000 | 10,000 20,000! 10,000 
| 
Me. 59-65 a 100 | 100 2,000 | 100—| 10,000 10,000; 100—| 100- 
i b '100—| 100—| 200+) 100—| 10,000/ 10,000) 100—| 100— 
Tabelle 23. 
Name u. Titer Ms. 2 Ms. 34 | P.B.14 | 
der Immunsera (typ.) | (atyp.) (typ.) | E.G. 3 | EG. 9 
} | . 
Name q | 
, 20,000 | 10,000 | 10,000 | 10,000 | 5,000 
| 
N. 1 10,000+/  100—| 5,000 500 | 500+ 
x. 8 10,000+| 100—| 5,000 | 500 | 500+ 
} 
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Tabelle 24. 
—~_Saeg Se ms? | Mast | PBu | BGs | EG 
der Immunsera 
Name 9° | 
Ger Bekterien 20,000 | 10,000 | 10,000 10,000 5,000 
| | 
N. 1 a 10,0004} 100—| 5,000 | 100-| 100— 
- b 100+/ 100— | 100—| 10,000* | 100— 
N. 2 a 10,0004 | — 100— | 5,000 | 100—| 100— 
. b 100+/ 100— 100—| 10,000* 100— 
| | | 
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Notes on Adrenaline Hyperglycaemia on the Rabbit.’ 


By 


SOZO HIRAYAMA. 
(78 wh se if) 


(From the Physiological Laboratory of Prof. Y. Satake, 
Tohoku Imperial University, Sendai.) 


In spite of the accumulation of information relating to adrenaline 
hyperglycaemia, even concerning conditions evoking hyperglycaemia by 
the drug there yet remain some thoroughly discordant testimonies which 
may puzzle the reader in forming a definite idea. 

In an attempt to investigate the points at issue we have made a fur- 
ther study of this matter. Some results appear to be such interest as to 
justify a brief report. They consist chiefly of two parts, namely : (1) 
Comparison of the modes of application of the drug, that is of the subcu- 
taneous administration and of the intravenous, upon the degree of hyper- 
glycaemia and glycosuria, and (2) determination of the threshold of the total 
quantity of the drug in order to bring about hyperglycaemia. 

Some data concerning the influence of aderenaline administration upon 


the epinephrine content of the suprarenal glands will be appended. 


I. MetTuops. 


Male rabbits were exclusively employed. The feeding and treatments 
of the animals were carried out as usual in our Laboratory. Except for 
some rabbits, which were used in the infusion experiments of the pure 
saline solution, all the rabbits were first doubly splanchnectomized, and the 
cervical sympathetic nerve and the great ear nerve on one side were also 
divided. The actual experiment was carried out first two weeks after the 
division of the splanchnic nerves. Those animals, nutrition of which did 


not yet recovered, were not brought to the actual experiment. 


§ The preliminary report of this paper appeared in Nippon Igakukwaishi, 1922, 6, 
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As a rule, the blood samples were collected from the posterior branch 
of the vein of the denervated ear, and estimated for the sugar content by 
means of the micromethod of Bang (1920), and for the blood pigment by 
the method of Fleischl-Miescher. When a large volume of a diluted 
adrenaline solution was introduced intravenously, it was sometimes difficult 
to draw out the blood from the ear vein. In such cases, one carotid was 
laid bare and from its small branch the blood was taken. But, when no 
suitable small branch was found, the carotid itself was punctured by a 
fine syringe needle. In the mean time the cut end of the small artery 
branch or the needle hole on the carotid was clipped by means of a small 
artery forceps. 

The adrenaline solution. The preparation of 1: 1,000 solution of 
Sankyo & Co. was used as a full strength solution or diluted with 0.9% 
NaCl solution. 

The full strength solution was administered either under the skin of 
the back or of the inner thigh, or in the great ear vein on the non-denervat- 
ed side. The injection was made on the rabbit sitting loose in a large pan. 

The adrenaline-saline solutions, varying in strength from 1 ; 100,000 
to 1: 2,000,000, were introduced with a uniform velocity by means of a 
fine graduated bottle of Mariot with a diameter of 1.5 or 2.5 ems., in the 
outside branch of the external jugular vein of the fixed animal. 

The urine was collected .by catheterisation, and was determined for 
the sugar content by Bertrand. 

Usually, the frequency of respiration of the animal was first noted, 
the blood samples were drawn, the urine was taken, and finally the anal 
temperature measured. 

When the blood sugar experiment was finished, the animal was killed 
by a blow on the neck and the suprarenals were removed at once. The 
suprarenal gland on one side was used for the determination of epinephrine 
by means of Kodama’s modification, and the opposite one was prepared 
for assay of the chromaffine substance by Negrin and Briicke.' 

As the controls, the variation of the blood sugar content of the bilaterally splanchnec- 
tomized rabbit due to its being fixed for a long time was examined, and the results, given 
in the accompanying table, harmonize quite well with a previous report from our Labo- 


ratory.2) By this manipulation, the blood sugar can increase, though very little, say, to 
0.0322. 


1) I. Fujii, Tohoku J. Exp. Med., 1920, 1, 44 f. 
2) I. Fujii, Tohoku J. Exp. Med., 1921, 2, 56-63. 
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TABLE I. 


Fixation experiments on the doubly splanchnectomized rabbits. 

















| Blood sugar (2%) Urine sugar 
| o- _ . ; mi; * Duration 
| Body | | | Maximum of 

. at rs goad - - 
No. Date | ~— | Before ow | during fixation Sentien 

ios) | fixation io | | mgrm. (hrs.) 

| fixation (24) 

| minute | 

| 27.IV.’21.| 1.98 0.10 0.14 | 0.05 | 0.02 55 
2/23. IV., | 185 | 010 | O14 | 002 | 001 5.5 
3/65 V.» | 158 | O11 014 | 0.02 0.02 5.5 
OS | BBs a 1.86 0.10 0.14 0.02 0.02 5.5 
5| 9 Vv. , 1.57 0.08 | 0.10 | 0.06 0.01 5.5 
S11 Fis 1.65 0.09 | 0.10 | 0.06 0.03 4.0 


EXPERIMENTAL RESULTS. 


In the first place the following problem frequently attacked by vari- 


ous writers will be dealt with : 


Influence of the Modes of Application of Adrenaline 
upon the Degree and Duration of the Hyperglycaemia 


and Glycosuria. 


In adhering to previous observers, the full strength solution of adre- 
naline hydrochlorid (1: 1,000) was administered without dilution. The 
doses applied by them were commonly 0.1-0.3 ¢.c. per kilo of body weight; 
so in the present investigations 0.1 or 0.3 c.c. was dosaged. An intra- 
venous application of a greater dose than 0.3 ¢.c. per kilo invariably proved 
fatal within a short time, while 0.3 mgrm. of the drug was tolerated by 
about half the number of rabbits experimented on. 

Previously doubly splanchnectomized rabbits were exclusively applied. 
The general course of the experiments will be readily seen from the ex- 
amples given in full. The quantity of sugar which appeared in the urine 
for unit time was calculated, since it is more important in judging the 
glycosuria or glycuresis than the concentration of sugar in the urine.’ 
Roughly speaking, when the content of sugar in urine is found to be more 
than 0.1% or its total quantity per minute exceeds 0.1 mgrm., it can be 
considerd as a sign of glycosuria. 

The results are epitomized in Table IT. 


3) S.R. Benedict, E.Osterberg and I. Neuwirth, J. Biol. Chem., 1918, 34, 


to 
“I 
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EXAMPLE I. 
24. III. 22. Room temp. 15-23°C. 4 1.72 kilos. 
Adrenaline (1: 1000): Subcutaneous injection. 
(9. IIT. ’22. Double splanchnectomy.) 


349 











Urine 

Body Number ll s — «|sSBlood 

Time ¢ c Sugar 5 
ime temp. 0 ( a | | sugar 

oes a Quantity | p |: rp 

(°C) {respiration \ ” | Reaction | (%) 

(cc) | (2) | mgrm, per . 

ints | minute 
| | 
9:15 39.3 | ss | | acid | 0.031 | 0.10 
0.17 e.c. adrenaline (1 : 1000) hypodermically injected. 
| 

45 | 393 | 88 4.5 | neutral | 0.087 | 0.127 | 0.17 
10:15 | 39.2 | 96 6.0 | ~~ | 0.140 0.280 0.19 
45 | 391 | 96 50 | » | 0.832 1.387 | 0.21 
11:15 | 38.8 98 5.0 - 1,409 2.415 | 0,28 
45 | 388 | 98 25 | » | 2001 1.667 | 0.32 
12:15 38.6 94 3.0 ai 3.000 3.000 | 0.29 
:45 38.8 | 94 2.0 * 3.721 2.481 | 0.27 
13:15 38.9 88 2.0 ” 4.167 | 2.722 | 0.25 
14:15 38.9 80 20 | a 1.967 0.657 | 0.22 
15:15 38.9 72 1.5 » | 1,082 0.269 0.19 
16:15 | 388 | 72 | 15 » | 04288 | 0,107 0.17 
17:15 38.8 74 10 | ” | 0091 | 0.015 0.15 
18:15 38.8 72 10 | ~ | 0.041 0.007 0.12 


r. 0.212 grm. Boundary distinct. (Negrin) 


Suprarenal glands: o - ‘ 
uprarenal gland 1. 0.231 grm. Epinephrine content ‘0.093 oF 
092 %. 


Example II. 


16. ITI. ’22. Room temp. 18-22°C. 2 1.35 kilos. 
Adrenaline (1: 1000): Intravenous injection. 
(26. I. ’22. Double splanchnectomy.) 


912 y 
0.215 mgrm. (Folin) 

















| Urine 
Body Number 5 (gan aes | mt Rites | Blood 
Time | temp. of | Quantity —— sugar 
| (°C) respiration) “/, "| Reaction | am | mgrm. per | (%) 
/e) minute | 
: | 
10:50 339 | 180 | 60 | alkaline| 0.035 | 0.11 
0.14 c.c. adrenaline (1: 1000) intravenously injected. 
11:20 38.9 | 220 2.0 alkaline 0.020 | 0.035 0.25 
50 ” | 280 2.0 pe 0.061 0.041 0.26 
12:20 ~ | 196 | 30 : 0.275 0.183 0.30 
:50 336 | 110 | 07 : 0.261 0.061 0.29 
3: 2 ' ). 
13:20 hs | am Tt | 0.183 | 0.061 oan 
14:20 } 126 . “a . 0.26 
yo . ig a } 6 |» 0.122 | 0.031 rend 
15:20 334 | 198 |) a, | | 0.19 
"50 38.5 | 120 I 35 ” 0.105 | 0.061 0.18 
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Urine 
Bod v Number yrs 2 , th. kay so Bk od 
aa oe Sugar ite 
Time = . of . | Quantity | — sugar 
) respiration _\~ | Reaction 2%) 
(c.c. (22) | mgrm. per 
o | } 
} minute 
} 
16:20 | 385 140 0.12 
50 | S 124 f 0.12 
17:20 | ” 126 6 oar ‘ ne 0.10 
: , 5.0 alkaline ).008 ).0 . 
50 e 118 f 15 alkaline 0.06 0.040 0.09 
18:20 | es 106 0 0.09 
:50 i 118 0 0.09 
19:20 | me 112 0 0.08 
50 | 4 | 108 0 0.08 
20:15 | = 108 2.0 e 0.008 0.003 0.09 
50 | io 106 0 0.09 
r. 0.099 grm. Boundary distinct. (Negrin) 
a i a ae ms ).192 mg = 
uprarenal gland ], 0.105 grm. Epinephrine content fo. oe BF™. (Folin) 
(0.183 %e. 
TABLE 


Infusion of adrenaline in full strength (1 : 1,000) 





CS WH -1S Cre Cot 


1¢ 
1] 


12 


Blood sugar 

















Whether the drug was 


» sé _ 
"se — 2 - S 

Date a i ie = i 5 2 

= wy - ao K = 

Ps ~s & 35 s S 

% = pa) = = 
( mgrm. ) * 

(kilos) per kilo (26 (26) (hrs.) (hrs.) 
=) bess —_——— 
21. 122 160 |+/(0.1 0.10 0.31 | 5} 
a 195 | 3 | 0.1 0.11 0.32 s | 8 
2.111. ,, 172 |}2)01 | 0.10 0.32 23 9 
a 170 | 2)03 0.11 0.3 4 | 63 
9.1IL , 163 | & 1038 0.11 0.35 | - | 8 
25. III. , | °295 |= 103 | 0.12 0.35 | 14 8 
so 1.97 . er 0.11 0.33 | 3 9 
16. III. ,, 1.35 |Z] 01 0.11 0.31 206] 
| 17.111. ,, 218 | 2 )01 0.13 0.28 | ,; | 9 
16. III. ,, 1.57 = )03 0.10 0.42 | 3 10 
20. III. ,, 2.60 5 103 0.12 0.27 a 4 6 
23. TIT. ,, 2.15 |= (03 0.11 0.33 3 10 


administered either hypodermically or intra- 


venously or whether further 0.1 ¢.c. for kilo or 0.3 ¢.c. was given occasioned 


no essential difference in the degree or in the duration of the hyperglycae- 


mia; so generally speaking, the adrenaline administration was followed 


by an increase of the blood sugar content which reached the maximum, 
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about 0.3-0.4%, in half an hour to two hours and wore off in about seven 
to ten hours after the administration. 

That the intravenous application of adrenaline acts far inferior in 
evoking the blood sugar increase as compared with the subcutaneous adminis- 
tration, has been insisted by several writers,” and really in the non-splanch- 
nectomized animals. In the cases where small doses were used (0.1 
mgrm. of adrenaline for one rabbit) no difference in the modes of applica- 
tion upon the glycaemic action was noted.” The report in which the doses 
were dissimilar according whether the drug was given directly into the 
blood or subcutaneously cannot be unconditionally utilised for the compari- 
son of the efficacy of modes of application.® 

The data in the paper of Doi in relation to the dosage on the glycae- 
mic effect of the intravenously injected adrenaline afford somewhat pecu- 
liar features; viz. the greater the dose of adrenaline, the smaller the effect.’ 








iT. 
to the doubly splanchnectomized rabbits. 
Urine 
Sugar a ee ak | Quantity 
7 fae per minute 
\%e mgrm. per minute 
| Time to " | Maxi 
Maximum | Time to recovering | Maximum Time to : a Time to 
after |} maximum | initial sugar after maximum _ waver maximum 
ss le | eae injection 
injection | content injection " 

hrs.) (hrs.) | (hrs.) | Cc.) (hrs.) 
4.5 4 7 8.33 3 0.77 | 4 
432 | 4 ~- 6.32 3 1,00 | 5 
417 | 4 9 3.00 3 0.20 | l 
400 | 3 7 23.81 2 1.00 | 2 
452 | 3 34 22.64 2 0.70 1} 
4.77 | 33 6 40.60 2 1.20 | 1 
0.97 | 13 7 0.22 1 0.16 | 3 
0.27 = | 1} 7 0.18 1} 0.50 7 
246 | j 7 0.29 j 0.13 1 
0.12 | 5 _— — — _— — 
0.41 | 5 7 0.10 5 0.05 | 5 
0.55 | 5 7 0.09 5 0.05 4 


4) L. Pollak, Schmiedeberg’s Arch., 1909, 61, 158 ff; I. Bang, Blutzucker, 
1913 Wiesbaden, 89 ff.; Ri. Doi, Nisshin Igaku, 1919, 10, 95-95 & 128-134; A. L. Tatum, 
J. Pharm. Exp. Ther., 1921, 18, 125 ff. 

5) I. Bang, (4), 93 f. 

6) L. Pollak (4); P.Schenk and A. Heimann-Trosien, Ztschr. f. exp. Med., 
1922, 29, 401. 
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The large quantity used by him was 0.6-0.8 mgrm. for rabbits weighing 
1,6-1.85 kilos. It must be taken into consideration that circulatory dis- 
turbances follow an intravenous injection of a large dose of adrenaline, as 
Doi did. 

In the present investigations only two kinds of dosage, viz. 0.1 mgrm. 
and 0.3 mgrm. respectively per kilo of body weight were employed. As 
no other small quantity was tried, the present data justify us in saying 
only that a dose of 0.1 mgrm. per kilo was sufficient to introduce the ma- 
ximum increase of the blood sugar content. 

In man 0.25 ec. of 1: 1,000 solution was given, from case to case, either subcutaneously 
or intravenously. The degree of hyperglycaemia was not materially influenced by the 
modes of application.’ 

The occurrence of hypoglycaemia following the hyperglycaemic stage 
of adrenaline is not seldom remarked.” In the present twelve instances, 
however, it was never detected. In general, as several papers from our 
Laboratory indicate the doubly splanchnectomized rabbit inclines to betray 
the hypoglycaemic stage by the agents producing diabetes of the central 
mechanism. Our animals were previously bilaterally aplanchnectomized. 
Whether or not the interference of the splanchnic nerves is to be held res- 
ponsible for the non-occurrence of the hypoglycaemic stage in our instances 
is open to question. It may possibly simply be due to the amall number 
of animals used. 

Contrary to the blood sugar, the output of the urine sugar was notably 
influenced by the modes of application of adrenaline, in complete accordance 
with former observations. The glycosuric action of adrenaline given subcu- 
taneously was quite remarkable. Diuresis was also evident. The maxi- 
mum of the glycosuria was 424 for both the doses, and 4-8 mgrms. per 
minute for the dose of 0.1 mgrm. per kilo and twenty to fourty milligrams 
per minute for the dose of 0.3 mgrm. per kilo. The latter fact is accounted 
for in that the diuretic action was already wearing off or yet prevailing, 
when the sugar content of urine largely increased. 

The intravenous injection of the drug, on the other hand, was associ- 
ated with a very little glycosuria. The diuresis was quite small, especial- 
ly in the large dose of adrenaline. The maximum sugar quantity excreted 
per minute or the maximum concentration of sugar in the cases of the in- 
travenous injection was 1/10-1/40 respectively or 1/2~1/15 of the subcu- 


7) H.L. Ulrich and H. Rypins, J. Pharm. Exp. Ther., 1922, 19, 215. 
8) A. Erlandsen, Biochem. Ztschr., 1910, 24, 2 f.; I. Bang (4), 92; Brésamlen, 
Min. m. Woch., 1921, 68, 965 (in man). 
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taneous for the dose of 0.1 mgrm. per kilo of body weight, and 1/200- 
1/400 respectively 1/8-1/40 for the dose of 0.3 mgrm. 


Influence of Intravenous Injection of Diluted Adre- 
naline-Saline Solution upon the Blood Sugar Content. 


To follow the natural output of epinephrine from the suprarenal glands 
the saline solution containing a minute quantity of adrenaline was intra- 
venously introduced to the rabbit with a constant velocity, and an attempt 
was made to determine the total amount of the quantity as well as the 
velocity with which the solution is to be allowed to enter into the circula- 
tion, Just necesessary to cause the hyperglycaemia. As a matter of fact 
the continuous introduction of certain minute quantities of adrenaline for 
a unit of time is unquestionably proper and sufficient for the ultimate 
purpose, and not the dilution of adrenaline prior to the injection. But in 
most studies diluted solutions of adrenaline were employed. 

A study of this kind was started from the Laboratory of Straub, 
henceforth several works done along these lines with improvements of ex- 
perimental conditions were published one after another. 

Any experimental condition, which can introduce an elevation of the 
blood sugar level by itself or in connection with other condition or condi- 
tions must by all means be avoided in this kind of experiments. Such are 
any kind of anaesthetic, fixation, etc., etc. 

In the present experiments no narcotic was used; and for the sake of 
avoiding any possible influence of fixation of the animal the splanchnic 
nerves were previously dissected. Adrenaline solution of full strength 
(1 : 1,000) was diluted with 0.994 NaCl-solution, varying in strength from 
1 ; 2,000,000, 1 : 1,000,000, 1 : 500,000, 1 : 250,000 and 1 : 100,000. 

It is generally believed that an injection of physiological saline solution into the circu- 
lation of rabbit does not result in hyperglycaemia. But, as the direct control of introduc- 
tion of such a large quantity of the saline solution, some normal rabbits, to begin with, 
were fixed on the holder and exactly the same quantity of 0.972 NaCl-fluid as in the princi- 
pal experiment, viz. 150-240 c.c. was injected into the external jugular vein, which was 
followed by hyperglycaemia and glycosuria of moderate strength as Table III shows. There- 
fore the normal rabbit cannot be utilized for this sort of experiment. On the bilaterally 
splanchnectomized rabbit the same kind of experiments yielded quite different results. The 
values did not substantially differ from those obtainable by the fixation alone, shown on 
Table 1 belonging to the preceding chapter. 
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TABLE 


Infusion of 0.922 NaCl-solution to the normal 














0.926 NaCl-solution, Blood sug 
introduced 
as | = 
0 e s gle 
} 2 bh i “Z S oss bY 
- | & x. > i = SZ 15 
No Date > S 2 S S$ S 5 ES 5} 
i, Ps SE 3 3 ; — ‘ 
a | s 22] &¢ e | 25/3 
| os | ef | ge) € | 4e | 2 
s > = S = 1s 
| | 
kilos) | (cec.) | (ec.) | (hrs) | (9) | (9% | (26 
$3 | 1) 5 X21; 248] 210 | 20 | 13 | O12 | 022 | O29 
c= 2/23 1.92; 1.76] 180 2.0 14 | 0.10 | 0.26 | O29 
v= aim. 4s 1.50 | 180 1.5 2 0.11 | 0.21 | 0.25 
LZ 4 20. VI. ’21. 25 210 20 13 0.08 0.15 0.24 
St: 5 |22. VI, 72 240 25 1} 0.08 0.12 0.17 
682) 6 | 27. VI. , | 180] 210 23 1} | 0.08 | 0.10 | 0.19 
Rez | 7 | 30. VI. , | 184] 240 | 20 2 | 0.09 | 0.10 | 0.14 
SoS | 8 | 12.VIl , | 1.75 | 150 | 20 1f | 0.09 | O13 | 0.15 
SE) 9 |22.Vil., | 167] 150 | 20 | 14 | 008 | 011 | 0.16 


Intravenous injection of large volume of the saline solution causes an increase of the 
total quantity of the fluid in the circulatory system, so that the blood is diluted and the 
haemoglobin content decreases. In our cases the diminution of the latter to half of the 
initial was noted. If from the sugar value in the blood solution thus diluted that for the 
undiluted blood be calculated, the sugar content for the normal rabbits in the normal saline 


solution experiments would be 0.25-0.2922 and for the bilaterally splanchnectomized ones 
0.14-0.242¢. 

In the principal experiments the adrenaline saline solutions in strength 
of 1:2,000,000-1: 100,000 were injected into the outside branch of the ex- 
ternal jugular vein of the bilaterally splanchnectomized rabbits, with « 
velocity of 0.4-0.3 c.c. per minute, and actually so adjusted that the total 
quantity of the adrenaline hydrochlorid injected measured about 0.1-0.5 
mgrm. per kilo of body weight. The dosage was, therefore, the same as 
in the experiments described in the former chapter, where the drug in full 
strength was given hypodermically or intravenously, and the total quantity 
of the fluid introduced seldom exceeded two hundred cubic centimeters. 

For the injection of such a volume of the fluid about one and half 
hours were needed ; after the injection the rabbit was freed. 

As can readily be seen from an examination of Table IV, in almost 
all instances hyperglycaemia occurred. Only in those cases, in which the 
dose was not above 0.05 mgrm. per kilo, it was very doubtful. The excess 
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and bilaterally splanchnectomized rabbits. 
ar Urine sugar Haemoglobin Body 
: content of blood) temperature 
ae (2%) Quantity tec Tane: weeres, 
= | be § per minute & as | & ct 
5 = g.83 —_—- = - 2 .s = ¢ 
-= 82: = = 5.5 §| a z as | z 5° 
oBi\f 56! sc ° 5 Sic 2 5 55 = = 3 
Se) o85) ES | S2/82E/5 2) S5)| F e= | & ES 
ails ee! 2S] 2.81/98] 6 8-8 > es a oS ons = oS ons 
Be ess Sse) Eel arelces| GG) & [Ss] & | Ss 
= 1a si ww | Slee si ges! «a2 & as |i as 
le “| $8 | Fle shse 8) ME 2 "=| = S 
| AE | Reals .| & - , 
(hrs.) | (hrs.) * | (hrs.) | (hrs.) \(mgrm.) (hrs.) | (2) 2) (°C) (°C 
, ‘ a “ 
3 — | 2028 1 13 | «2.02 1 170 | 104 | 389 | 357 
] _— 1.09 23 —_ 3.63 2 18,1 17.0 37.9 35.9 
34 — 0.69 -- 0.18 4 19.5 15.5 38.2 35.5 
13 — | 0.05 1} o-- 0.47 23 15.2 7.7 38.7 33.7 
1 — | O11 4 — 0.10 2 17.2 11.6 38.8 36.7 
1 — | 0.05 4 — 0.06 3 17.8 9.6 38.6 | 33.6 
1} — | 0.05 } -- 0.09 3 16.1 11.7 39.1 | 37.5 
3 — | 0.02 4} — | 003 | 4} 15.6 8.8 38.2 | 37.2 
} . 4 0.18 1 — | 0.12 } 16.2 | 11.1 | 383 | 350 


of the blood sugar content due to adrenaline was 0,11-0,1620, mean 0,13 
% for the solution of 1 : 1,000,000; 0.03-0,1596, mean 0.126 for that of 
500,000; 0.1-0,15%, mean 0.1396 for that of 1:250,000, and 0.17-0,.2 9, 
mean 0.19% for that of 1: 100,000. So, for the latter solution, i. e. the 
somewhat strong solution, the increase of the blood sugar content was clear- 
ly greater. But, in the cases of strong solutions of adrenaline the total 
volume of the fluid intravenously injected was far smaller than in the cases 
of the weaker ones; consequently the dilution of the blood must be smaller 
in the former cases, actually the haemoglobin content decreases but very 
little in the examples of the strong adrenaline solution (1: 100,000). So, 
if these sugar values be recalculated for the non-diluted blood, they are 
0.22% (0.19-0.249%) for the 1: 1,000,000, 0.19% (0.14-0.342) for the 
1; 500,000, 0.21% (0.16-27%) for the 1: 250,000, and 0.2596 (0.21- 
0.24%) for the 1: 100,000. Practically no difference can be detected. And 
these values do not materially differ from those obtained by application of 
the full strength adrenaline solution (1 : 1,000), either subcutaneously or 
intravenously. Such a close agreement is remarkable, and probably cannot 
be regarded as merely accidental. 
That a close relationship exists between the dilution of the blood i.e. 
the decrease of the haemoglobin content and the difference of the quantity 
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ExamprLeE III. 
19. III. ’22. Room temp. 10-22°C. 4 2.2 kilos. 
1: 100,000 adrenaline solution : Intravenous injection. 
Adrenaline | , Urine Blood 
saline solution | = sa > 
-— - By °o6/| 3 Sug , 
a | = “S g = = Bx: <o ost he 
Time | BS ze z > SE S a 6:5 3 = 
= 8 == = =‘. ~~ S 2 ¢ = s 
aegizaia|sfi ° 3 | on |eeele@s| @ 
FS = 7m ce | Ve) | &e8)™ 
(c.c.) (mgrm.) C) (e.c.) | a El (2) 04) 
10:20 Before operation| 38.9 82 acid 0.037 | | 16.5 0.09 
Operation 
10:35 38.3 88 | 50 a 0.037 0.122 0.10 
50 6.0 0.06 36.7 64 1.0 a 0.061 | 0.040 | 0.18 
11:05 | 60 | 0.06 | 360 | 62 | 20 > 0.063 | 0.081 0.21 
:20 6.0 0.06 35.2 62 4.0 a 0.375 | 1.000 | 0.25 
335 | 6.0 0.06 35,2 60 2.5 ” 0.936 | 1.560 | 0.26 
50 6.0 0.06 35.0 62 3.5 = 1.110 | 2.590 | 15.2 0.29 
12:20 34.6 60 6.0 si 1.924 | 3.881 | 0.28 
:50 34.6 | 62 | 45 am 5.174 | 7.762 | 0.21 
13:20 34.7 | 62 | 40] ,, | 5.987] 7.982 | 0.21 
50 | | | 34.7 | 60 2.5 oe 3.986 | 2.661 | 0.20 
14:20 | 34.6 | 6 a a ).18 
= ae . 25 | , | 0.400} 0.167 | i 
15:20 34.5 _ Fe , — 0.16 
> = 3.1 .052 | 0.062 
250 | “asiea+#w ” O.08S | 0.08 0.14 
16:20 343 | 59 lho | 0.14 
2 .06 1.020 | 
‘50 34.1 | 60 |g 29 | » | 0.061) 0.020 | 0.14 
17:20 34.0 | 58 |) ; aa 0.13 
50 | | 340 | 60 ff #9 | » | 0046} 0.031) 159) 12 


0.240 grm. Boundary distinct. (Negrin) 


° 
. 0.289 grm. Epinephrine content {0.082 mgrm. (Folin) 
USe Yo. 


°° 


Suprarenal glands : 


_ 


of fluid introduced and the quantity of urine excreted, scarcely needs to 
be mentioned. The table shows it quite plainly. In general the quantity 
of urine, the concentration of sugar in the urine and the quantity of sugar 
excreted for an unit of time were quite variable in different cases; and no 
intimate relationship was to be found between them and the dose or the con- 
centration of adrenaline introduced. Only when the adrenaline solution 
of 1: 100,000 was administered the sugar content of the urine was definite- 
ly great. In these instances the total quantity of the injected fluid was 
much smaller and consequently the blood was diluted only a little. 

There is no exact parallelism between the degree of the hyperglycae- 
mia and that of the glycosuria. Only in the cases of 1 : 100,000 both the 
hyperglycaemia (in the diluted blood) and the glycosuria were remarkable, 
in comparison with the remaining instances. But, if the former be re- 
calculated to the non-diluted blood, the degree of the blood sugar increase 
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does not differ from the rest. 

The body temperature of the rabbits decreased during the experiment, 
but not very greatly. Such a decrease can be evoked even only by the 
fixation of the animal. 

Further by these experiments we are justified in adhering to the view 
that the intravenous infusion of the dilute adrenaline solution can evoke 
the hyperglycaemia and glycosuria without collaboration of any narcotic, 


9) 


as urethane.” Contrary to some observers such as Gramenitzki, it was 
difficult to determine the threshold of the blood sugar content for the occur- 
rence of glycosuria. 

In the present experiments the adrenaline saline solution was intro- 
duced in 1} to2 hours. Usually the highest point of the blood sugar con- 
tent was already reached before the end of the infusion, and indeed in some 
instances soon after the beginning of the injection; but in about one third 
of the instances the blood sugar increased progressively even after discon- 
tinuation of the infusion, so that the highest level was reached in them in 
1/4-1/2 hours or rarely 3/4 hour or more after cessation of infusion. 

The postulation of the increase was not due to the hydraemia caused 
by the injection of a large volume of fluid, for it happened rather rarely 
with large volume of fluid, whereas the injection of a small quantity of the 
solution with a strength of 1: 10,000 caused it frequently also. And fur- 
ther it is often noted that when the adrenaline solution of full strength is 
applied in a large dose the hyperglycaemia lasts a remarkably long time. 
The data in the preceding chapter also afford good examples. On the other 
hand it is a well substantiated fact that almost concurrently with the wear- 
ing off of the pressor action of an injected adrenaline it can no longer be 
detected in the general circulation even by a very sensitive biological me- 
thod. Adrenaline very quickly loses its potency in the general circulation. 
Abundant confirmatory evidence has been yielded also in our Laboratory. 
In one example of Dr. Sugawara (personal communication) adrenaline 
hydrochlorid was intravenously injected into a cat, in a dose of about 0.09 
mgrm. per kilo of body weight. Only up to about one hundred seconds 
adrenaline was discovered in the arterial blood by means of the rabbit in- 
testine strip method. As a matter of fact, the larger the dose of adrenaline 
the longer it remains, without being destroyed, the length of time being 
far out of proportion to the dose. 

While adrenaline as a vasoconstrictor agent, inhibiting agent for the 


9) M.Gramenitzki, Biochem. Ztschr., 1912, 





, 200 ff. 
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TABLE 


Infusion of dilute adrenaline saline solutions 





Infused adrenaline solution 


———_~+ 








= | | 
4 | | = | e ee | lo of/% 
e | | 2 1eo8| So | Be | Bos / ce 
a ce ce | 2) 32] 28 | 22 | 224 |s2 
<= | Dilution = S “ = | z Py £ Ze z= 
2] &)/ Sse} < |< BI6" 

aS | a? | | 

| } | | 

kilos (c.c.) | (c.e.) \((mgrm.) )(mgrm. (mgrm.) (hrs.) 
| | 

1 | 6. XII. ’21.| 2.32 |1:2,000,000| 180} 20 | 0.09 | me} 0.0004 | 14 
2/13. XII. ,, | 1.87 at | 200) 2.7 | 0.10 | 0.054 0.0007 | 1} 
3 |20. XII. , | 1.59 | 200) 2.7 | 0.10 | 0.062! 0.0008} 1) 
4/27. 1.22.) 173 “ | 200} 2.7 | 0.10 | 0.058 | 0.0008 | 14 
5 | 8. XI.'21. | 1.98 |1: 1,000,000 | 200) 22 | 0.20 | 0.101 | 0.0011 | 1) 
6/29. XI. , | 1.60 a | 195 2.7 | 0.195 | 0.122 | 0.0016 | 14 
7 |29. XII. , | 218 “ | 180} 2.0 | 0.18 | 0.084} 0.0009 | 1) 
8 | 26. I. 22. | 2.02 " | 150, 2.0 | 0.15 | 0.070 | 0.0009} 1} 
9 | 13. VI. ’21.| 1.52) 1:500,000 | 210! 2.3 | 0.42 | 0.276 0.0029 | 14 
10} 14. VI. ,, | 1.55 i 213 2.0 | 0.426 | 0.275 | 0.0026 | 1} 
11 | 25. VIL. ,, | 1.56 ‘ | 180} 2.0 | 0.36 | 0.231 0.0026 | 1} 
12 | 27. VII. ,, | 2.09 | 210} 2.0 | 0.42 | 0.201 | 0.0019 | 1} 
3 | 1. VIII , | 1.58 as 180} 2.0 | 0.36 | 0.228 | 0.0025 | 14 
Mi 3 Vig. , | 16 as 180 | 2.0 | 0.36 | 0.222 | 0.0025 | 14 
15 Vs . 2.08 = 180 2.0 0.36 0.174 | 0.0019 | 14 
16 | 3 XII. ,, | 163 ie 190 | 2.1 | 0.362} 0.222] 0.0026| 1} 
17 | 15. XII. ,, | 1.85 * 180} 2.0 | 0.36 | 0.195 | 0.0022 | 1) 
18 | 15. VIL ,, | 1.62} 1:250,000 | 111) 1.1 | 0.444] 0.274 | 0.0026 | 1} 
19 | 23. VI. , | 2.39 a 126} 1.0 | 0.504 | 0.211 0.0017/ 2 
20 | 28. VI. , | 1.50 x 120} 1.2 | 0.48 | 0.320 | 0.0035 | 14 
71] 4 VE. . | e 90) 1.0 | 0.36 | 0.248 | 0.0027 | 14 
22 | 6. VII. ,, | 1.80 “ 120} 1.0 | 0.48 | 0.267 | 0.0022} 2 
23 | 9. VIL. ,, | 1.77 . 120| 1.3 | 0.48 | 0.270| 0.0030} 14 
24/19. VII. ,, | 1.50 a 110; 12 | 0.44 | 0.290] 0.0037] 1) 
%\11 XX. , | 210| i 90 1.0 | 0.36 | 0.171 | 0.0019} 14 
26 | 14. TID. '22.| 1.75 | 1:100,000 20 0.27) 0.20 | 0.114| 0.0016 | 1} 
27} 18 IIL. ,, | 210 30| 04 | 0.30 | 0.143] 0.0019} 13 
28 }19. III. ,, | 2.20 < 30 04 | 0.30 | 0.136 | 0.0018} 1) 
29 | 15. III. ,, | 1.82 ss 55 | 0.73| 0.55 | 0.300] 0.0040! 14 
30 | 20° III. ,, | 243 pe 41 | 0.42) 0.41 | 0.286 | 0.0038 | 1) 
31 | 24 IIL ,, | 158 a 45| 0.6 | 0.45 | 0.285 | 0.0038 | 1} 

















rabbit intestine movement, etc. has only a transitory existence in the general 
circulation, the hyperglycaemia due to adrenaline outlasts it a considerable 
length of time. As a matter of course, there is no ground for assuming 
that the excess of the blood sugar over its initial level must be so quickly an- 
nulled after cessation of the glycogenolytic cause. Injury to the heart or 
other tissues subsequent to a too rapid injection of adrenaline, by which 
Tatum™ was inclined to explain a progressive increase of hyperglycaemia 
10) A.L. Tatum. (4), 125 & 127 
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IV. 


to the bilaterally splanchnectomized rabbits. 





Haemoglo- 


Blood sugar Urine Ycagee oa Body temp. 


| 





Sugar (2%) (C°) 


| 


Before infusion | 


Before infusion | 


) mgrm. per — | 
\/@ | minute 


| 


S) 


Time to 
maximum 


Maximum 
after infusion 


Maximum 


after infusion 
Duration of experiment 


Before infusion 
Time to recovering 

initial sugar content 
Total volume 


Minimum 
after infusion 


Minimum 
after infusion 


Time to 


maximum 





Maximum 
| after infusion 











is 
: @ 

| # 

| 


| 
0.13| 0.16! § l 38 5. 10.6 
3| 0.19| 0.21 - 1@ 39 38.0| 17.1| 12.3 
| 0.20} 0.26 .16| 1} | 1.9% 38.0| 18.7) 14.6 
| 0.22) 0.25 68) 13 (16. 1113.5| 18.4| 16.4 
2/ 0.26 | 0.36 | 0.52} 2 93} 1} 1102.5) 19.4) 13.6 
| 0.21) 0.31 0.42 . 5| 16.0) 10.9 
| 0.26 | 0.34 5.65| 2! 0| 17.6) 13.8 
2) 0.24! 0.31 3.96 13.60 | 92.0) 18.7) 14.1 
0.10| 0.16) 0.38 0.15 0.16 98/175 54 
0.09 | 0.12) 0.25 — 5.5) 6.8 
0.07 | 0.22) 0.41 0.22 2.38! 1 | 59.0! 17.5) 9.4 
0.11| 0.24) 0.24 0.37 3.4) 15.6 
0.08 | 0.20} 0.40 0.15 7.3 
0.10} 0.19 | 0.27 | 0.17 10.0 
0.08 | 0.19} 0.26 | 0.52 11.2 
0.14) 0.25) 0.26 | 3.51 15.2 
0.09 | 0.19} 0.30 | | 0.50 8.0 
0.11| 0.25) 0.29 0.78 13.4 
0.08 | 0.24} 0.35 | 1.39 10.6 | : 
0.09 | 0.22} 0.33 | 0.89 10.0 
0.10} 0.22) 0.27 | 0.30 11.7 
0.11 | 0.26! 0.37 | 1.45 10.0} 39.0 
0.09| 0.23} 0.30 | 0.06 3) 10.0) 38.2 
0.09 | 0.19 2.29 10.9! 38.4 
0.08 0.15 3| 10.7} 38.8 
5.64 16.2) 38.6 
4.77 | 16.5 | 38.4 
5.99 | 15.9| 38.9 
3.76 16.2) 39.0 
4.41 | 16.0) 39.3 
— | 0.87 17.4| 38.5 
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from shortly after the discontinuation of adrenaline infusion to an hour or 
more, in the experiments of Gramenitzki, may be only a subsidiary cause 
of this, or rather, to our minds, a matter of little importance. 

From the data given in Table IV, it is not difficult to assume that a 
continuous infusion of adrenaline into the general circulation with a velocity 
of about 0.0008 mgrm. per kilo of body weight and per minute is capable 
of evoking hyperglycaemia. 

The hyperglycaemia was invariably detected 1/4 hour after the be- 





360 S. Hirayama 


ginnig of injection, when the first blood sample during the infusion was, as 
a rule, drawn off. 

According to Ritzmann,'” in order to induce glycosuria adrenline 
must be injected into the vein of the rabbit with the rate of more than 
9,001 mgrm. per kilo and per minute. 0.002 mgrm. per kilo and per mi- 
nute was the value given by Trendelenburg and Fleischhauer™ for 
constant occurrence of hyperglycaemia. The former experimented on ure- 
thanized and bound rabbits, while ether was given only in the very begin- 
ning of the latters’ experiments. The splanchnics were intact in the animals 
in both the reports. Recently Trendelenburg found another values, 
that is 0,00006-0,0001 mgrm. per kilo and per minute for constant occur- 
rence of the hyperglycaemia alone, and 0,0001—0.0003 mgrm. for hyper- 
vlycaemia and nearly simultaneous appearance of glycosuria.” 

In a publication Trendelenburg assumed the rate of epinephrine 
output from the suprarenals of the rabbit at more than 0.00015-0,0002 
mgrm. per kilo and per minute.” In the recent publication of the same 
writer epinephrine output of 0.0005 mgrm. or a little more in somewhat 
fifteen to twenty minutes after the sugar puncture was noted in two rabbits 
out of three. 

The epinephrine output in the rabbits investigated in our Laboratory 
by means of the cava pocket method and the rabbit intestine strip method 
was 0.00004-0,00094 mgrm., mean 0.00035 mgrm. per kilo and per 
minute.’ The animals were anaesthetized, nearly all of them by urethane. 
Such experimental conditions, as urethanizing, etherizing, fixing, lapa- 
rotomy, ete., ete., cause unquestionably an increase of the blood sugar con- 
tent. We term the epinephrine output in such conditions not simply as 
“ spontaneous liberation,” but always affix the term ‘so-called ” before it. 

Indeed, the problem as to what part is being played by the augmen- 


ted epinephrine output, which usually or often occurs concurrently with 


the appearance of the hyperglycaenia of the central mechanism, for the in- 


crease of blood sugar has been frequently attacked, but still remains without 


being definitely answered. 


11) W.Straub, M.m. W., 1909, 545; Ritzmann, Schmiedeberg’s Arch., 1909, 
61, 238. 

12) P.Trendelenburg and K.Fleischhauer, Ztschr. f. ges. exp. Med., 1913, 
1, 372 

13) P. Trendelenburg, Pfliiger’s Arch, 1923, 201, 47-48 & *52. 

14) P.Trendelenburg, Schmiedeberg’s Arch., 1916, 79, 185. 

15) Sakuji Kodama, Tohoku J. Exp. Med., 1923, 4, 232. 
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TABLE VY. 
Epinephrine content of suprarenal glands in the doubly splanchnectomized 
rabbits, in which adrenaline was administered. 





Weight of 


Epinephrine content 
suprarenals 


| Adrenaline solution | 


per 


kilo 


2 
Sar " 
Dilution z 


Adrenaline 
Total 
quantity 


| (kilos | (mgrm.) (grm.)| (grm.)|(mgrm.)(mgrm.) 


1.60 1: 1,000 0.100 | 0.169 0.227 0.15 0.09 | 0.06 


hy podermical ly 


_ 


95 um a 0.275 | 0.228; 0.22 0.11 | 0.10 
72 ” | 0.212) 0.28 0.21 0.12 | 0.09 
.70 0.300 0.124 0.186) 0.1] 0°06 | 0.08 
63 a 0.252 0.236) 0.20; 0.12 | 0.08 
95 a fe 0.559 0.487) 0.38 0.13 | 0.07 

1: 1,000 0.100 | 0.196 0.213 0.21 0.11 | 0.11 


intravenously 


” 


So Ot me Cot 


0.099 0.105 0.19 0.14 | 0.15 
ad 0.243 0.300 0.29 0.14 | 0.12 
0.300 0.085) 0.104 0.15 0.08 | 0.13 
0.304! 0.3886) 0.21 0.08 | 0.07 
* - 0.312/ 0.295; 0.22) 0.10 | 0.07 
1:100,000 | 0.114 | 0.172) 0.156 0.21 0.12 |} 0.12 


intravenously 


” ” 
” 
” 


” ” 


2to- OOD 


0.143 | 0.148 0,180 0.17 0.08 | 0.11 
0.136 0.241 0.289 0.24 0.11 0.08 
82 . 0.300 | 0.276 0.239 0.24 0.12 | 0.10 
43 0.286 | 0.230 0.254! 0.21 0.15 > 0.09 
58 ~ 0.285 0.148 0.192 0.22 0.14 | 0.11 
62 | 1: 250,000 0.274 0.165 0.164 0.14 0.09 | 0.08 
intravenously 
1.77 » | 0.270 | 0.171) 0.200! 0.17 | 0.10) 0.09 
1.50 i 0.290 | 0.126 0.149 = 0.24 0.16 | 0.19 
2.10 ss 0.171 | 0.248 0.253) 0.19 0.09 | 0.08 
152  1:500,000 0.276 | 0.173 0.130; 0.14 0.09 | 0.11 
intravenousl y 
1.55 .275 | 0.229) 0.193; 0.18 0.12 | 0.08 
1.56 0.23 0.104) 0.118 0.19 0.12 | 0.18 
2.09 0.201 0.174 0.180) 0.17 0.08 | 0.10 
1.58 0.228 | 0.173 0.190; 0.16 0.10 | 0.09 
1,62 0.222 | 0.130) 0.137 0.25 0.14 0.18 
2.08 0.174 | 0.253 0.263) 0.15 | 0.07 | 0.06 
1.63 ne 0.222 | 0.272! 0.243| 0.23 0.14 | 0.09 
1.85 os 0.195 | 0.193 0.187 | 0.19 | 0.10) 0.10 
1.98 | 1: 1,000,000, 0.101 | 0.305 0.348; 0.24 0.12 | 0.07 
intravenously | 
1.60 » | 0.122 | 0.103) 0.133} 0.11! 0.07 | 0.08 
2.13 > 0.084 | 0.452 0.417} 0.30| 0.14) 0.07 
2.02 wd 0.070 | 0.290 0.306; 0.21 0.10 | 0.07 
2.32 | 1: 2,000,000; 0.039 | 0.267) 0.242) 0.20 0.09 | 0.08 
intravenously | | 
1. . 0.054 | 0.220) 0.234} 25 0.13 | 0.17 
1.56 ol 0.062 | 0.199 0.174) 0.26 0.16 | 0.13 
1.7¢ 0.058 | 0.181 0.250) 0.25 0.14 | 0.10 
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The present results in combination with those on the so-called spon- 
taneous liberation of epineprine may be taken as affording some suggestion 
to this question, though studies of this kind are yet too remote or too in- 
volved to give ultimate conclusions to the question. 

Diuretic action of the diluted adrenaline saline solution occasioned the 
diuresis exceeding the urine volume in the rabbits into which was injected 
the large quantity of the pure saline fluid as the control. The blood sugar 
content prior to the appearance of glycosuria was 0.13—0,28%, mean 0.22 
%, in the cases of the non-occurrence of glycosuria, while it was 0.11- 
0.18%, mean 0.16%, when it was accompanied by diuresis. (If the values 
are reduced to the initial state of blood viz. to the non-diluted state, the 
numbers approach each other ; that is 0.13-0,.29%, mean 0.22%, and 
0.17-0.21%, mean 0.19% respectively.) 


Towards the end of the experiment the rabbit was killed by a blow 
on the neck and as soon as possible the suprarenal glands were removed, 
one of which was used for determination of epinephrine content by means 
of Kodama’s modification and the other one for estimation of chromaffine 
substance by the procedure of Negrin and Briicke. The results on the 
epinephrine content are collected in Table V. 

The data on the epinephrine content of the unilaterally splanchnec- 
tomized rabbits in a previous publication can be taken as the controls.” 

Roughly speaking, the results of the adrenaline experiments were not 
distinguishable in any way from the normal values on the denervated 
glands. Previous writers had detected no effect of adrenaline injection 
upon the epinephrine load of the suprarenals in normal animls."? 


The results of the chromaffine substance gave very similar evidence. 


SUMMARY. 


The present investigations were performed on bilaterally splanch- 
nectomized rabbits. 

1. Whether 0.1-0.5 mgrm. adrenaline in full strength (1:1,000) is 
administered to the rabbit hypodermically or intravenously, or whether 
0.1 mgrm. or 0.3 mgrm. is dosaged for kilo of body weight has no bearing 


16) So. Hirayama, Tohoku J. Exp. Med., 1925, 5, 573. 

17) T.R. Elliott, J. Physiol., 1912, 44, 393 (cat); N.C. Borberg, Skand. Arch. 
Physiol., 1913, 28, 139 (chrom. sub.) (rabbits; a little diminution in guinea-pigs.) ; Shige. 
Kuriyama, J. Biol. Chem., 1918, 34, 305 (rabbits). 








Adrenaline Hyperglycaemia on Rabbit 


upon either the strength or the duration of hyperglycaemia. 

As is well known, the hypodermical application of adrenaline brings about an inten- 
sive diuresis and glycosuria, while by the intravenous injection the urine secretion is greatly 
diminished and the sugar output in urine increases only a little. 

2. Anintravenous infusion of a large quantity of the dilute adrenaline 
2. Anintravenous infusion of a large quantity of the dilute adrenal 
saline solution, the total adrenaline quantity being dosaged as 0.1 mgrm. 


per kilo of body weight to 0.8 mgrm., without narcotic, also results in 


hyperglycaemia; if the blood sugar content in this series of experiments be 


calculated to the state of the initial haemoglobin content of blood, the dilu- 
tion of the blood being taken into consideration, the maximum blood sugar 
content due to adrenaline does not materially differ from that yielded by 
the same dose of the drug in full strength (1 : 1,000). 

3. The epinephrine load of the denervated suprarenal glands is not 
influenced by infusion of the dilute adrenaline saline solution. 





Urethane Hyperglycaemia and Glycosuria in the Rabbit.’ 


By 
SOZO HIRAYAMA. 
(E jl Se 3) 


(From the Physiological Laboratory of Prof. Y. Satake 
Tohoku Imperial University, Sendai.) 


Studies on the glycogenolytic action of urethane are quite rare. By 
giving 4 grms. urethane hypodermically to a dog weighing 7.6 kilos, Op- 
permann observed a slight hypoglycaemia, which by a further dose of 
urethane developed to an unmistakable hyperglycaemia.” By administ- 
ration of 2 grms. urethane to a rabbit, Bang was unable to detect any 
increase of blood sugar content, whereas that of another rabbit increased by 
a greater dose of the drug (8 grms.).” There are a few papers dealing 
with an accelerating influence of the drug upon the glycogenolytic action 


of adrenaline, sugar puncture, etc.” 


The present investigations have been undertaken in the hope of mak- 


ing good this deficiency in our knowledge of experimental diabetes. 


Methods: 

Male rabbits of good nutrition only were used. The feeding and treat- 
ment of the rabbits as well as the methods and procedures applied in the 
present researches should be understood to be the same as those described 
in the foregoing papers from our Laboratory. Blood sugar by Bang 
(1920); urine sugar by Bertrand; estimation of glycogen in liver and 
muscle by Bierry-Gruzewska; epinephrine content of the suprarenals 
by Kodama’s modification; chromaffine substance by Negrin and von 


Briicke. 


§ The preliminary reports of this paper appeared in Nippon Igakukwaishi, 1922, 6, 
32 and J. of Biophysics, 1923, I, iv. 

1) F. Oppermann, Deut. Ztschr. f. Nervenheilk., 1913, 47-48, 6. 

2) I. Bang, Biochem. Ztschr., 1914, 58, 239 f. 

3) F.P. Underhill, J. Biol. Chem., 1911, 9, 13; M. Gramenitzki, Biochem. 
Ztschr., 1912, 46, 186; E. Neubauer, Ibidem, 1912, 43, 335. 
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The oxygen content and capacity of the arterial blood was determined 
by means of the differential blood gas apparatus of Barcroft. The blood 
was drawn from the carotid or femoral artery. Precautions were taken to 
prevent the contact of the sample blood with the atmospheric air. Hiru- 
din or potassium oxalate was used as the anticoagulant. 


Experimental Results : 


At first the blood samples were drawn from the vein of the denervated 
ear, and then urethane, dissolved in water, was given stomachically or 
subcutaneously in a dose of 1.0 or 2.0 grms. per kilo of body weight. In 
the experiments of a short duration, e. g. 5-10 hours, the blood from the 
ear vein was drawn every fifteen minutes and at the same time the anal 
temperature was measured. The urine was collected as a rule every half 
hour. In the experiments of longer duration collection of blood samples 
and urine and measurement of anal temperature were performed every 
hour or sometimes every two hours. 

When the blood gas determinations were made, the rabbit was fixed 
on the table a short time prior to administration of the drug, in order to 
collect a certain quantity of the control blood from the carotid or femoral 
artery. Three or four times in the further course of the experiment the 
blood samples for the gas analysis were collected in the same manner. 

During the urethane narcosis the body temperature of the rabbit 
gradually decreases. In a series of experiments the body temperature fall 
was prevented by covering the animal by means of a pad provided with 
an electric heating apparatus. The procedure was started in some rabbits 
immediately after the administration of urethane and in some others after 
an interval. 

For the purpose of discovering whether the hyperglycaemia and gly- 
cosuria evokened by urethane are of central mechanism or not, doubly 
splanchnectomized rabbits were also experimented on, and further for study 
of the epinephrine load of the suprarenals unilaterally splanchnectomized 
ones were also utilized. 

Since the integrity of the splanchnic nerves was found to have practi- 
cally no bearing upon the occurrence, the intensity as well as the duration 


of the hyperglycaemia and glycosuria caused by urethane the data from 


normal and splanchnectomized rabbits are summarized together in one 
table. 


4) Mata. Yamakita, Tohoku J. Exp Med., 1922, 3, 305. 
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Care was also taken concerning the depth of narcosis. Corneal re- 
flex, sensibility to pain and muscle tone were from time to time tested. 
Voluntary movements and attitude of the animal were also noticed. The 
susceptibility of each rabbit to the narcotic is really variable. The ure- 
thane hyperglycaemia, generally speaking, depends upon the depth of 
narcosis. 

With the development of narcosis, frequency of respiration began to 
decrease and finally reached its minimum in one, two or three hours after 
the administration of urethane or seldom somewhat later. It was usually 


TABLE 


Blood sugar content and body temperature 





Blood sugar content (22) and body temperature (°C), 











Body Rh 
weight 2» at 
No. | inkil [32] 
(Date) = 5 = | 1 4 > 4 a) 6 4 5 10 1] 12 
| 
| | i | | 
1 fk, 20 Joa 0.15| 0.14| 0.14 0.14] 0.18| 0.22] | | 
25. X. 21.) (os) |381 (35.2 33.5 |32.1 129.0 128.6 
‘“ | oT 1.0| 0.10} 0.24) 0.24) 0.32) 0.29 | 
’ 21. XI. ’21,| (os) |37.5 |35.2 135.4 |35.2 |35.2 
| 21 0.8| 0.10} 0.16] 0.14) 0.16} 0.14 
. 23. XI. ’21, (0s) |38.3 [37.5 |36.2 |36.1 |36.7 | 
1.9 1.0] 0.10] 0.16| 0.18} 0.16) 0.20 





(os) |39.0 38.2 '37.9 |38.1 (38.1 


Sf 
b4 

J 
— 
0d 
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f | 
\ 
f) 
\ 
f 
\ 
f 
\ 
.~ 14 1.0| 0.08) 0.13) 0.15, 0.14) 0.16 | 
% 426. XI. '21,| (0s) |38.3 \37.6 \36.7 |36.6 \36.3 
6. SL, 18 | 1.0] 0.11) 0.08) 0.09 0.10) 0.14) 0.14) 0.13 
"(r) (14. VITT. '22.\(s.¢.)|38.7 [37.6 |\37.2 |36.2 |36.4 36.5 36.4 | 
. noe 1.0/ 0.10} 0,07) 0.09} 0.08] 0.07] 0.14) 0.14) | 
‘(r) (/14. VITT. '22.\(c.¢.)\39.3 (38.6 \38.0 |37.4 37.6 (36.9 36.8 | 
. 2. we 2.0| 0.13] 0.18] 0.22) 0.23) 0.20 | 
\| 8 XII. ’21.) (os)|38.0 35.1 34.7 |34.8 (35.1 
o _ Si 1.7 | 2.0} 0.09) 0.10} 0.14) 0.15} 0.15) 0.16) 0.15) | 
“(r) ({15. VIIT. '22.(s.c.)\98.9 37.9 (37.3 [37.2 37.2 37.3 37.3) | 
10 S$ 1.5 | 2.0] 0.10} 0.08} 0.10, 0.08) 0.12} 0.10} 0.11) 
\|15. VIII. '22.\(s.c.)|38.7 137.7 36.9 |\36.5 36.5 36.6 36.6 wa ee 
n § 1.9 | 1.0} 0.10} 0.13] 0.14) 0.14} 0.14] 0.10) 0.11) 0.11 0.13] 0.13| 0.13 
\|10. TIT. "22.| (os) |38.5 137.3 36.6 136.5 136.5 [36.8 (36.8 |37.3 (37.5 37.5 377 | 
2. / 2.0 | 1.0 0,08) 0.14) 0.15, 0.13} 0.15} 0.10) 0.11) 0.10, 0.12) 0.11) 0.14) 0.14 
(r) \{13. TIT. ’22,| (os)/38.0 37.5 (36.7 |36.6 \36.7 36.5 36.5 36.5 \36.5 \36.5 36.4 36.6 
is, J 2.0 1.0| 0.14) 0.18} 0.16 0.16) 0.19] 0.17} 0.15] 0.16, 0.15) 0.14] 0.14] 0.15 
“(r) \|14. IIT. ’22.| (0s) (38.7 '37.5 136.5 136.4 36.5 37.0 36.9 37.0 \37.0 |37.0 37.0 \37.0 
4,./ 1.9 2.0| 0.13} 0.17) 0.18) 0.23) 0.24) 0.20) 0.18) 0.18) 0.22! 0.20) 023 = | 
(r) U1. ~V~. 22.) (0s) |38.7 33.5 35.3 35.0 34.8 34.8 34.8 34.7 |34.3 \34.2 34.0 
5. S 2.0 2.0} 0.11 019) 0.19 0.23} 0.24) 0.27] 0.21| 0.20 0.17| 0.16] 0.21) 0.18) 0.20 
(r) 1/25. —-V. "22. (0) |39.2 [37.0 134.2 |32.6 [31.2 31.1 131.0 131.1 |31.2 131.4 31.5 |31.5 31.5 
ai a 1.7 =| 2.0/*0.13 0.20) 0.28) 0.28/*0.32) 0.38) 0.42) 0.43, 0.46) 0.35045, | 
(r) (80. Vz. '22.(a.c.)|38.6 34.6 33.4 |32.0 132.0 31.7 (31.0 30.7 |30.7 304 30.3 
ee, 1.5 2.0 *0.11| 0.13 0.15) 0.18} 0.17}*0.17| 0.15) 0.15) 0.22) 0.22/*0.21 
(r) (5-6. VIL. '22.\(s.c.)39.0 36.6 \35.5 34.5 34.0 |33.2 (33.2 (33.2 |33.2 33.3 133.4 
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reduced to one third or fourth of the initial frequency. The depth of respi- 
ration increased. Whether the splanchnic nerves were intact or inter- 
ferred with had no bearing thereupon. When the animal was protected 
against the fall of body temperature, the frequency of respiration, as a rule, 
did not diminish so markedly, but sometimes the rabbits breathed with an 
more frequent rhythm than the initial, though only a little. 


The heart beats were examined too in some experiments. During the narcosis the 
frequency somewhat increased. When the body temperature fall was not prevented, the 
frequency restored finally to its initial value towards the end of the experiment. 


I. 


rabbits under urethane narcosis. 
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Body 23] Blood sugar content (22) and body temperature (°C), 
weight ig + ae _ 
No. | inkilo [2% | ; | 
2 Z| 3 1 | 2 a}5| | 8 | 9 | 
. — - 4 5 i Be: € © 2 
(Date) PE = 5 6 | 7 ) 10 | 11 12 
18 | 2.1 | 2.0|*0.09| 0.11) 0.16, 0.16, 0.18*0.14) 0.15) 0.16) 0.15 0.19] 0.15) 
(r) 12. VIL '22.(6.c.) 39.2 37.1 35.5 |34.3 133.9 |33.7 |33.1 33.1 |33.0 |32.5 B26} | 
19 2.0 | 1.5 *0.09] 0.08} 0.12) 0.13) 0.20 0.28) 0.22 *0.24) 0.25) 0.23) 0.18 0.21) 0.20 
: (26. XX. ’22(s.¢.) 39.2 36.9 35.0 |34.5 |\34.6 |34.8 |34.8 34.8 |34.8 |34.8 |35.0 |35.0 |35.0 
29 {| 1.8 | 1.5 |*0.09) 0.11) 0.12 0.18) 0.20 0.20} 0.21/*0.23) 0.28) 0.20) 0.17/*0.22 0.21 
- \26. X. 22 \(s0.)38.9 37.4 96.5 |35.2 |34.8 |34.3 134.1 \34.1 |34.1 134.0 (33.9 (33.9 |33.9 
os {| 2.1 | 1.0| 0.10) 0.11] 0.11) 0.12 0.12 0.11) 0.11) 0.13) 0.13) 0.14) 0.13 
~" (b) (10. TIT. 22. (os)'38.6 36.9 36.3 |36.7 |36.9 '37.4 |\87.5 '37.5 37.5 \37.6 \37.6 
ia f| 1.5 | 1.0| 0.12} 0.15, 0.15, 0.14) 0.11) 0.10) 0.10} 0.09) 0.08) 0.07) 0.06, 0.09) 0.10 
““(b) \j18. TIT. ’22.| (0s) 38.3 37.5 37.2 |37.4 |37.6 |38.2 |38.2 38.1 38.2 |38.2 |38.4 38.7 |387 
es f| 1.7 | 1.0} 0.12! 0.17) 0.16) 0.17} 0.17 0.13, 0.13 0.12) 0.13 0.15 0.15) 0.13 
“? (b) (14. IIT. *22, (os) |88.8 38.0 37.5 |37.3 |37.2 |37.5 \37.8 38.0 38.3 \38.3 |38.3 |38.3 
- {| 1.9 1.0| 0.16) 0.18) 0.18 0.19} 0.25, 0.25] 0.25) 0.24) 0.24 
“* (b) || 8. TIT. ’22! (08)|38.8 36.4 36.2 36.2 |36.1 36.0 \35.8 35.8 35.8 | 
a f| 2.1 | 2.0} 0.08) 0.13) 0.15) 0.15} 0.15) 0.15} 0.17) 0.16] 0.18 
“" (b) (| 8. ILI. ’22. (08) 39.0 35.2 33.1 32.8 |33.0 '33.0 \33.0 33.0 33.0 | | | 
26; {| ey | 2.0| 0.13) 0.19! 0.23) 0.25) 0.28) 0.27} 0.30) 0.25) 0.23) 0.26) 0.28 
~” (b) \ 2 Vi. '22.\(s.c.) 38.6 35.4 34.6 34.4 |34.4 '34.2 |34.2 34.0 34.0 |\34.0 |\33.9 
_ | 1.9 | 2.0 *0.09| 0.15) 0.17] 0.20}*0.23, 0.24) 0.23) 0.20) 0.15) 0.16/*0.20 0.21 
“" (bh) U4. V.'22.)(s.c.) 39.2 39.1 36.1 35.1 |34.8 |\34.4 B44 34.4 34.3 34.0 133.5 |33.3 | 
28 f| 1.9 | 2.0 |*0.08| 0.17] 0.17, 0.17] 0.23*0.21) 0.23) 0.24! 0.23 0.26) 0.22 *0.1:) 0.27 
“* h) \17. VIL. '22\(s.c.) 39.2 37.8 35.1 |34.3 |33.7 |33.3 |33.2 33.1 33.1 |33.5 |33.3 |33.3 \33.3 
o0 | 1.9 | 1.5|*0.10) 0.10) 0.14 0.14) 0.18 0.24) 0.26*0.23| 0.23, 0.19) 0.17) 0.18) 0.21 
“9 ih) (| 1. XT. 22\(6.0.)39.0 37.3 36.7 35.6 |35.0 |\34.7 \34.7 |34.7 34.5 |34.8 34.8 35.1 '35.1 
op .. SI 2.0 | 1.5 /*0.11) 0.12) 0.15 0.17) 0.19, 0.20 0.23*0.24| 0.26) 0.26) 0.27) 0.22 0.18 
= \} 1. XI. 722, (s.c.)38.9 37.0 36.7 |35.0 |35.2 |34.7 |34.7 |\34.0 34.0 34.0 34.2 34.3 34.3 
a. ff. 19 | 2.00.11 0.14 0.17, = |*0.20, =| 0.17}, =| 0.18; *0.20 
"(r) U2. TX. '22)(6.c.) 38.5 35.8 36.8 | 37.6 | 37.8 | |38.4 39.1 
a 1.7 | 2.0/*0.11 0.18 0.22 *0.22 | 0.26 | 0.31 #023 
““(r) 2 IX. 22/(nc.)38.6 35.9 36.3 37.9 | 38.0 | 138.3 | 38.6 
»6 f 1.9 | 15} 0.10, 0.12) 0.12) 0.14) 0.15) 0.15) 0.16) 0.16) 0.19) 0.20) 0.18) 0.17, 0.15 
“ (r) \|18 IX. ’22.)(s.c.) 38.9 38.2 |38.0 |38.5 |38.4 '37.8 |36.9 36.2 35.9 \35.9 |36.2 |36.2 37.0 
“4 fj 1.9 | 1.5| 0.10) 0.13) 0.14 0.18) 0.18) 0.17) 0.20) 0.19) 0.17) 0.17} 0.18, 0.18, 0.19 
“4 p) VIS. IX. '22.(n¢.) 38.9 37.5 37 2 137.2 137.1 38.0 |38.5 37.1 37.0 |36.8 |35.9 35.8 |36.1 
25, f 1.8 | 2.0|*0.09) 0.11) 0.11) 0.13} 0.15 0.16) 0.15) 0.15) 0.20) 0.17} 0.19) 0.15,*0.15 
(rn) V2. TX. '22(s.¢.)|38.6 37.5 38.0 \39.4 \38.5 37.5 \36.8 35.8 35.8 |\36.6 |\38.1 39.1 385 
36 f 1.7 | 2.0/*0,10! 0.13) 0.13, 0.13) 0.18) 0.18; 0.17| 0.17! 0.21) 0.19} 0.20, 0.20 *0.18 
(r) \j21. IX. 22. (s.c.) 38.8 '37.2 37.1 |37.2 \38.5 38.0 |37.0 |36.2 35.8 |\35.5 \35.6 |\36.1 \37.0 
. f 2.8 | 2.0/*0.12| 0.12) 0.13 0.14/*0.15 0.19) 0.19) 0.17) 0.14 0.17) 0.17,*0.16 0.16 
’* (rp) \\20. VIL. ’22. (os) |38.7 |38.6 |39.0 |39.1 |38.8 |37.6 |37.8 |37.7 38.4 |38.3 |37.8 37.7 376 
ac {| 2.2 | 2.0/*0.10) 0.15) 0.14 0.12} 0.13*0.14 0.14) 0.11) 0.11) 0.09) 0.09) 0.12*0.12 
‘ (22. VI. ’22.| (os)'39.5 |39.3 |39.9 |40.5 |40.4 |39.6 |38.5 |38.2 |39.0 |38.6 |38.2 '37.8 37.8 
—— 16 | 1.5| 0.10 | 0.12 0.10 | 011 }O.13} =| O11) | 0.1 
“"(r) 6. XX. '22.1(6.¢.)/38.5 | 37.5 |38.4 3 .0 137.7 | 37.8 38.0 
wo..$ 1.7 | 1.5! 0.09 | 0.13 0.15 10.19) | 0.22 | 0.22 0.15 
(r) \} 6. X. ’22.'(s.c.) 38.6 37.2 | 38.3 | |38.6 137.1 | \37.0 | 36.5 
41 f 2.1 | 2.0|*0.08 0.19) 0.21) 0.25) 0.38 0.23*0.24) 0.23) 0.20, 0.19) 0.19 *0.21) 0.23 
\|23. VIL. ’22. (os) 38.8 35.5 34.3 \33.9 |37.6 39.3 |38.0 37.3 |37.8 |38.1 |37.8 |37.9 37.8 
42 f 1.6 | 1.5| 0.12 0.15) 0.15, 0.16 0.17, 0.17) 0.20) 0.24) 0.20 0.17) 0.17 0.14 
U1. XIT.’22.(s.c.)38.6 36.0 32.8 |34.6 |35.8 |36.8 |37.0 [37.2 |37.6 |37.8 |37.8 37.6 
43 f 1.5 | 1.5| 0.11) 0.12) 0.12 0.14 0.14 0.15) 0.19) 0.22) 0.12, 0.10, 0.11) 0.11 
“d (11. XII. "22. (s.¢.)38.8 37.2 34.2 |34.8 |36.2 |37.7 383 38.8 \39.5 38.6 |38.8 | 38.6 
44 f 2.4 2.0) 0.09; 0.15) 0.17, 0.17, 0.20, 0.20 0.17| 0.16} 0.15, 0.15 0.14 0.13 0.12 
(13. XIT. ’22.\(s.c.)\38.4 36.0 |33.7 |34.6 |35.7 |36.6 138.2 |38.3 |38.3 |37.5 |\37.5 |38.5 |38.0 
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Blood sugar content (92) and body temperature (°C), 














Body 25 
weight 2 : = 
No. in kilo 's & 
(Ds 2 I 3 ° > x4 ” € » 
(Date) Sf = 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | ii | 32 
a 
an CO 14 | 2.0/ 0.10] 0.15| 0.19, 0.18) 0.29) 0.28) 0.25] 0.25 0.24) 0.24 0.21] 0.20, 0.19 
\ 13. XII. ’22.\(s.¢.) 38.2 35.5 |32.5 33.6 |35.4 |36.0 \38.4 |39.1 |38.2 |38.1 38.6 |38.8 39.1 
46. ! 2.0 | 2.0/ 0.12) 0.14) 0.15) 0.14) 0.13) 0.13) 0.14) 0.12) 0.13) 0.13) 0.15) 0.14) 0.15 
b \j17. VIIT. 22.) (os) |38.5 |38.5 |38.5 |38.4 |38.7 |38.9 |39.2 |39.0 |38.9 |39.3 |38.9 39.2 39.1 
7 { 1.7 | 2.0 *0.12) 0.14) 0.15) 0.15, 0.15) 0.14*0.17| 0.15) 0.15) 0.14) 0.17/*0.17) 0.15 
(b) (17. VIII. ’22.)(s.c.) 38.6 |37.7 37.7 |38.1 |38.1 \38.3 |38.3 |38.5 38.4 |38.6 38.4 38.5 38.8 
48 f 2.0 | 1.5| 0.11) 0.13) 0.14) 0.14) 0.15) 0.15) 0.14) 0.14) 0.13) 0.14) 0.15) 0.15, 0.16 
~ (b) \) 7. TX. 722.\(s.¢.) 39.1 (38.7 |38.7 |38.7 |38.5 38.4 |38.8 38.8 |39.0 |39.0 |39.2 \38.6 \38.4 
49 { 1.8 | 1.5| 0.10) 0.12) 0.14 0.14) 0.15) 0.15) 0.14 0.17) 0.16) 0.16) 0.16, 0.15) 0.14 
“(b) | 7. IX. '22.)(s,¢.) 38.6 38.4 |38.4 |38.3 |38.5 |38.6 |38.6 38.7 38.9 |38.9 |39.0 |39.0 \39.1 
50 f 2.1 | 2.0/*0.10) | 0.11 | 0.13 *0.14 0.14 0.13 *0.13 
(b) \| 2 IX. 22.)(s.c.) 38.8 | 36.6 36.9 37.7 | 38.5 | 138.9 | 38.9 
51... f 19 | 2.0/0.1) | 0.13 | 0.13 0.14 | 0.16 | 0.16, 0.20 
b) \j 2. IX. '23.(s.c.)/38.3 | |35.8 135.5 | 37.7 | 38.2 | |38.4 | 38.5 
52 f 1.8 } 2.0/*0.11| 0.14) 0.16) 0.18) 0.18) 0.20) 0.17) 0.15) 0.17) 0.17) 0.21) 0.18 *0.20 
“(b) (14. TX. '21.(s.c.) 38.5 38.3 |37.6 38.0 38.2 \38.2 38. 38.0 37.9 |37.9 |37.9 |37.8 37.8 
53 { 2.0 2.0 |*0.10} 0.12) 0.13) 0.15) 0.18) 0.16) 0.15 0.16) 0.20) 0.15) 0.12) 0.15*0.15 
(b) \)14. TX. 21 )(n¢.) 38.4 (38.2 37.8 38.1 \38.1 |38.0 |38.4 |38.0 |38.2 |38.2 |38.2 38.2 38.1 
54 f 17 1.5| 0.10) | 0.12 0.12 0.13 | 0.13 | 0.12 0.14 
(b) \| 6. X. ’22./(s.c.) 38.6 | 38.2 38.5 38.8 38.2 |38.0 37.6 
55. OS 1.5 =} 1.0] 0.09) | 0.13) | 0.16) 0.16 0.15 | 0.11) 0.11 
(b) {} 6 =X. "23.)(8.e.) 384 | |38 0 39.2 39.6 38.3 |38.4 38.7 
56 f 2.3 | 2.0| 0.10} 0.12) 0.14) 0.14) 0.14) 0.16) 0.22) 0.20 0.20) 0.21) 0.20) 0.18 
b) (31. -V. 722.) ¢.) 38.5 |37.3 |37.1 |37.7 |39.0 39.1 |38.0 38.0 |38.0 37.8 |37.6 37.6 
57 { 2.1 | 2.0 |*0.12) 0.15) 015) 0.18) 0.18)*0.19 0.19 0.19) 0.23 0.20) 0.22. 0.18 *0.15 
b) (26. VIL. '22, (os) 38.7 |38.0 |38.3 |38.3 |38.2 38.6 38.4 38.0 |38.2 37.7 \37.5 37.6 37.5 
58 f 2.0 2.0} 0.11] 0.17) 0.18} 0.23) 0.19) 0.19) 0.15, 0.12, 0.12) 0.10) 0.10) 0.10) 0.10 
(b) | 10. V. "22, (os) |38.2 |32.1 |31.0 34.1 |38.6 |37.8 |36.8 35.8 354 34.6 \34.6 344 344 
59 f 1.8 | 2.0 0.13) 0.15) 0.15) 0.16) 0.14) 0.15 0.18) 0.16 0.14 0.16) 0.13) 0.13 0.13 
(b) (13. V. °22,) (08) 38.5 [34.9 33.5 (32.5 |32.2 |33.8 |37.3 37.7 |38.0 38.3 |36.9 34.8 34.8 
go. fi. 1.6 | 2.0] 0.10) 0.15) 0.15] 0.19] 0.21] 0.19] 0. 8) 0.17] 0.18) 0.17] 0.13 0.13 0.12 
b) (28. -V. "22, (08) |39.4 36.7 34.0 131.7 |35.0 |36.7 |38.5 38.1 37.9 36.5 35.8 35.0 350 
o..4 1.9 | 2.0| 0.08) 0.11] 0.09] 0.11 0.13) 0.13 0.12) 0.11) 0.11) 0.12) 0.11) 0.10 
b) (27. VV. "22 (08) |38.5 (35.7 |34.0 |33.0 |35.5 |38.5 39.1 |38.3 |37.4 \36.6 |\36.4 36.4 
f “2 | 2.0|*0.09) 0.12) 0.15) 0.18) 0.17)*0.17) 0.19) 0.24) 0.17 0.17) 0.16) 0.15 *0.15 


62 a — Pd Bay he 
(b) (28. VIL. ’22.| (os)|39.3 |37.0 |36.5 |35.7 |35.0 |38.7 |39.5 39.5 38.5 38.8 |38.5 38.0 38.0 
2.3 2.0 |*0.08) 0.12) 0.13} 0.16) 0.14;*0.18) 0.16) 0.21) 0.17 0.16} 0.14) 0.16 *0.16 
VI. ’22.| (os) 38.9 |37.1 (35.1 |33.6 \35.3 |39.0 |38.0 |37.8 38.1 38.3 |\38.3 38.0 38.0 


“r” indicated right splanchnectomy, “b” double splanchnectomy ; “ os” administration of 
femoral artery ; body temperature printed in gothic is that under electric heating pad. 

From examination of the table the following facts can be detected 
without difficulty. The splanchnectomy did not in any respect interfere 
with occurrence, intensity or duration of urethane hyperglycaemia and 
glycosuria. 1 grm. of urethane, per kilo of body weight, given either sto- 
machically or hypodermically, was sufficient to introduce hyperglycaemia 


and glycosuria in the rabbits, but in general their degree and duration were 


unmistakably inferior in comparison with the cases where a double dose 
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Urin sugar i 
. hourly estimated. (Body temperature in italic.) ie | grm. per 2.5 z 
os ae xe pees = \ yo) 7m hour — "9 > 5 
Zz ce | js o| Jee 
| See oe hele yw" 
. 13 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 LEe 5/2 SLEc 815 E],. 
| KS Sm -|KS Sie - -_ 
| 3295 <\82 3 o|( pr ) 
| ra a | 
| 
9 0.17, 0.15 | 7.89} 4/011 | 6) 3 
) 38.9 38.8 | | ; | 
5 0.16 0.15 0.17) 0.18} 0.17} 0.16, 0.16) 0.19) 0.18 0.18 0.19 0.28 0.49| 24 | 0.005) 24 | 15 
) 39.1 39.3 39.3 |39.4 |39.2 |39.0 |39.0 |39.1 |38.8 384 38.4 38.3 | 
5 0.16 0.15 0.16; 0.17) 0.17) 0.14 0.15) 0.17! 0.17, 0.17, 0.17,*0.23 0.81) 24 | 0.004; 16 6 
37.9 37.9 |38.1 38.5 |38.5 |38.5 38.5 \38.3 38.3 38.4 38.3 38.3 ; | 
6 0.16 0.17) 0.17} 0.19) 0.19} 0.18) 0.18, 0.18) 0.19 0.18 0.19 0.19 0.72) 22 | 0.008) 4) 15 
: 38.6 38.9 39.0 39.0 38.8 |39.0 38.8 |38.7 |\38.7 38.6 38.6 38.6 | 
4 | 0.17 0.17) 0.16, 0.15) 0.16) 0.15, 0.17) 0.17) 0.19 0.19 0.22 0.22) 0.81| 16 | 0.007, 12, 7 
39.1 39.1 39.2 |39.1 \39.2 |39.2 38.7 38.5 38.0 37.4 37.4 37.4 | 
° 0.16 | 0.15 0.15 0.15 0.16 *0.13, 0.39| 24 | 0.005; 20| 8 
38.0 | 38.9 | 38.5 38.3 37.8 36.5 | 
) 0.21 0.17 0.12 | 0.14! 0.12 *0.10) 0.44) 24 | 0.005/ 16 | 12 
38.1 | 38.3 37.9 | 37.8 | 37.2 36.5 
) 0.23, 0.20) 0.25) 0.26) 0.22) 0.23) 0.23) 0.25) 0.21) 0.25 0.18 *0.23) 1.05| 16 | 0.008) 20) 5 
38.0 |38.4 |38.4 |\38.3 |38.3 |38.9 |39.0 \39.2 |38.9 38.6 |38.2 37.3 | 
5 0.16, 0.15, 0.15} 0.11] 0.13) 0.14) 0.14) 0.15) 0.15, 0.18 0.13*0.15, 2.53! 20 | 0.006) 14) 6 
38.3 |38.4 \38.5 |38.9 |38.9 |39.0 39.2 |39.4 39.2 39.2 38.9 38.6 | | 
{ 12 0.13 0.15 | 0.14 0.15 0.10, 0.21] 16 | 0.006) 10 | 25 
38.2) \37.8) 37.8| (37.8 37.8 37.6 | 
| 0.13 =| O14 =| 0.15, | 0.14 0.13 0.11) 0.61| 10 | 0.007| 16 | 14 
39.1 38.5 | |38.2 37.8 37.6 37.6 
0.10; 7 | 0.002, 4 5 
| 
0.12} 6 | 0.035} 4| 29 
) ; | 1.59| 2/0142) 3| 17 
25 | | | 
: | hours O10 v7 015 01] 0.27! 5/0011) 5| 13 
| inj. (32.5 | 31.9 | 32.7 33.1 
: | 0.12 | | | v.36) 0.38) 0.12) 2] 0.005) 1) 4 
35.0 les 29.3 25.5 | ; | 
0.10 \ hours 0.18) 0.17) 0.18 0.12} 4] 0.012} 3] 18 
6.2 | Ni, 8.0 33.1 32.8 , y 
0.14 5.71| 5 | 0.198) 4 11 
| 376 | 
| 0.16, 0.15) 0.52] 12 | 0.016) 5| 14 
37.8 37.7 | | 








urethane by mouth and “s.c.” by subcutaneous injection; * blood collection from carotid or 


of the drug was administered. 
given could not be invariably noted from case to case. 


However, the parallelism with the dose 
The relation of the 


glycogenolytic action to the depth of narcosis seemed, to our mind, to ex- 


ist rather more closely. 
Seldom was hypoglycaemia of a slight degree detected. 
The table shows a close relationship between the severity of the hyper- 





glycaemia and glycosuria and the body temperature fall. 





The proposition 
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does not hold true in every instance ; it shows, however, the general tendency. 

The protection of the body temperature fall due to urethane was able 
to diminish the hyperglycaemia and glycosuria in a marked way. In 
some cases the blood sugar only barely increased; they were nearly within 
the limits found for normal bloods. When the protection of the body 
temperature fall was started some hours after administration of the drug 
the sugar content decreased gradually, and finally was reduced nearly to 
the initial value. 

Fujii? was not able to note any decrease of the hyperglycaemia in 
rabbits due to ether narcosis by taking precautions against the body tempe- 


TABLE 


Oxygen content and capacity of arterial 





Blood samples before narcosis PP erect: can. 





0, in blood 


p- 





%) 


Splanchnectomy and 
dose of urethane 
Body temp. 
Blood sugar 
unsaturation 
(volume 
Body tem 


3 
Q 
— 











(grms. ) 





2.0| 38.6 

2.0| 39.0 

2.0| 39.2 

15 | 39.2 

1.5 | 38.9 

2.0| 39.2 

2.0} 39.2 

1.5| 39.0 

1.5 | 389 

2.0| 385 | O11 

20| 386 | 0.11 

2.0} 38.6 | 0.09 

20! 388 | 0.10 

20) 386 | 0.12 

20, 385 | 0.10 | 

20| 383 | 0.11 

20 387 | 0.12 

2.0 39.5 | 0.10 | 
} 
| 





. 


NI to bo bo im bo to <a 50 ¢ 








0.14 
0.15 
0.14 
0.20 
0.18 
0.19 
0.24 
7 | 0.17 
2.8 0 | 0.18 


i) 


SFrrrsese er res 


oe 


2.0} 385 | 0.11 
2.0, 384 | 0.10 
2.0| 387 | 0.12 
2.0| 388 | 0.08 08 | 


ROS O99 RO 
Qo Ge 


$e te 
or 


28. VI. 2.0) 39.3 | 0.09 
30. VI. ;, 2.0/ 389 | 0.08 


Body temperature fall was protected throughout the whole course of experiment. 
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Iju. Fujii, Tohoku J. Exp. Med., 1921, 2, 169, 
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rature fall, contary to its influence upon the glycosuria. Against the fix- 
ing hyperglycaemia aud glycosuria the precaution has to some extent an 
inhibiting power.” 

The increase of blood sugar began to rise a very short time after ap- 
plying the drug. In the great majority of the instances we came across a 
fluctuation of the blood sugar level, the length of the wave being found to 
extend over some hours, not seldom over ten hours. This wave existed in 
the rabbits, the body temperature of which was kept normal by the ap- 
plication of a hot pad. Of such a fluctuation of the blood sugar level we 
have no previous reference. That of the normal rabbit fluctuates neither 


Il. 


blood under urethane narcosis. 





es 3-6 hours Blood samples 12-14 hours Blood samples 24 hours 
administration after urethane administration after urethane administration 





0, in blood 0, in blood 


Pp. 


mo 
= oe 
25 
=. 
0.5 


| 
| 


emp. 


Total 
capacity 
in 100 c.c. 
0, 
unsaturation 
(volume 2%) 


0, in blood ; | 
| 
| 


Body tem 
Blood sugar 
blood 
Body t 
Blood sugar 


ao] 
° 
S 
a 
<= 


| 
¥ 
| 


0, 
unsaturation 
(volume %) 


0. 
unsaturation 
(volume 2%) 


° 
Q 








(eC) | 


° 
° 
Na 
8 
SS 
= 
= 
e 
° 
w 





10.22 ’ 30.3 | 045 | 10.89 
17.98 : 33.4 0.21 16.29 

17.35 Y 32.6 | 0.15 | 17.85 

24.10 .! 35.0 | 0.20 | 22.10 

27.90 r 33.9 | 0.22 22.80 

19.11 . 33.5 | 0.20 | 14.96 

21.28 y 33.: 0.19 17.89 

25.30 3. 35.1 | 0.21 21.50 

26.70 : 34.2 0.20 | 21.10 } 
26.40 . 39.1 0.20 | 24.80 9 | 362) 0.16 
25.00 ‘ 38.6 | 0.23 19.60 ‘ 37.6 | 0.20 
38.5 | 0.15 | 24.00 53 | 37.5) 0.15 
37.0 0.18 | 20.30 2. 36.8 | 0.15 
38.5 | 0.17 | 23.10 ’ 38.3 | 0.23 
38.9 0.13 | 26.00 : 36.5 | 0.13 
38.5 0.20 26.40 ’ 36.5 | 0.10 | 
37.7 0.16 20.23 . | 
37.8 | 0.12 21.88 i 

37.8 0.20 | 21.40 .7 | 37.3! 0.23 | 
38.1 0.15 | 25.40 . 38.6 | 0.15 
20.14 . 37.5 0.15 | 21.51 : 

22. . 37.9 | 0.21 | 18.07 
19.20 . 38.0 0.15 19.51 ; 
24.19 2. 38.0 | 0.16 | 22.37 


* In some hours after starting of narcosis body temperature fall was first protected. 


22.70 
27.10 
26.70 
20.20 
26.06 


pnt GF DO bt 50 
Do miow 














6) Iju. Fujii, Tohoku J. Exp. Med., 1921, 2, 9. 











374 S. Hirayama 


so intensively nor so regularly. The time when the maximum or minimum 
of the blood sugar level appeared did not agree in all cases and further did 
not coincide with a certain time of the day; therefore the fluctuation has 
no definite relationship to the time of feeding each day. 

Diuresis due to urethane was more frequently manifest in the case of the smaller dose, 


than in that of the larger one. 


Blood Gas Experiment : 

On the rabbits under urethane we were often able to detect the rales, 
dry and moist, and the parenchymatous alteration in the lungs was found 
on autopsy. 

In some rabbits the oxygen content and capacity of the arterial blood 
were measured. The control blood samples were drawn before the applica- 
tion of urethane and then the narcosis was started. 3-4 hours later the 
second samples were drawn, 12-14 houre after administration the third 
samples and sometimes after 24 hours the fourth samples. The times, at 
which the samples were collected, are noted in Table 1 with the mark «. 
The data are summarized in Table II on p. 372-378. 

In 3-4 hours after the administration of the drug the oxygen content 
as well as the total capacity of blood in most eases remained as before the 
administration; only in three cases they diminished in a marked way. In 
them the body temperature fall was also remarkable, but in some other casex 
in which the former remained unchanged, the body temperature decreased 
distinctly. In 12-14 hours of narcosis the oxygen content and total ca- 
pacity underwent a considerable reduction; the body temperature fall was 
also quite evident. In the instances in which the body temperature fall 
was protected, diminution was also sometimes observed, but in a far less 
degree. In some animals, the body temperture fall of which was artificial- 
ly protected, the fourth blood specimens were collected 24 hours after the 
administration of urethane. The oxygen content and total capacity were, 
in the majority of cases, distinctly small. (The body temperature fall wa- 
not perfectly protected in these cases.) 

That the diminution above described is not due to the fasting of the 


animal is clear from the paper of Odaira.’ 


Epinephrine Content of the Suprarenal Glands under Urethane Nar- 
COSIS : 


That a narcotic such as ether, or chloroform decreases the content of 


7) T. Odaira, Tohoku J. Exp. Med., 1921, 2, 596 
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epinephrine or chromaffine substance in the suprarenal glands is a well 
established fact. 

In experiments on two cats, the left splanchnic nerve of which 1.5 
or 2 hours after subcutaneous injection of urethane was cut, Elliott 
observed a smaller load of epinephrine in the non-denervated gland after 


5) 


a further period of poisoning.” In a single experiment, in which Bor berg 
was unable to detect any reduction of chromaffine substance in the supra- 
renals of an urethanized rabbit, the period when the glands were excised 


after the administration was not noted.” 


10) yll) 


or completely 


~ 


Dilation of the partially denervated pupil in cats 
was called forth by urethane. According to Kellawa y,” this effect, ob- 
served by him, is due to the direct action of the drug on the plain muscle 
in the iris. 


Aub and his co-workers came to detect an accelerating influence of 


TABLE ITI. 


Epinephrine content of suprarenals in normal and previously 
bilaterally splanchnectomized rabbits. 





Epinephrine content 


Weight of — 


ody weight 


suprarenals Total — 
No. Date (grm.) quantity per kil 
| | + (mgrim.) 
s (mgrm.) 
| | — =e 
(kilos) r. | 1. r. 2. r. 1. r. 1. 


] 11. III. ’21. | 2.10 | 0.241 | 0.289 | 0.84 | 0.36 | 0.16 | 0.17 | 0.14 | 0.12 
2 Mi. + 1.86 | 0.199 0.184 0.20| 0.24); 0.11 | 0.13 | 0.10 0.18 
3 = = 185 0.181 | 0.200 | 0.17 | 0.15 | 0.09 | 0.08 | 0.09 | 0.07 
4 22. XI. ,, 1.97 | 0.270 | 0.239 | 0.26 | 0.24/ 0.13 | 0.12] 0.10; 0.10 
5 22. XI. ,, 1.83 | 0.230 0.259 | 0.24 | 0.24| 0.13 0.13 | 0.10 0.09 
6 38. Ek. 1.96 | 0.243 | 0.200 | 0.26 | 0.26 | 0.13 | 0.13 | 0.11 | 0.18 

Mean 0.24 | 0.25) 0.13 | 0.13 |} 0.11 | 0.11 
78 90 | 0.240 0.266 | 0.19 | 0.20 0.10 | 0.10 | 0.08 | 0.08 

83 | 0.337 | 0.3850 | 0.22 | 0.26} 0.12 | 0.14 | 0.07 | 0.08 

f . 22 | 0.190 | 0.202 | 0.22 | 0.20; 0.18 | 0.16 | 0.11 | 0.10 

10§ | 16.III. ,, 1.63 | 0.362 0.377 | 0.31 | 0°35 | 0.19 | 0.21 | 0.08 | 0.09 

11§ a 2.44 | 0.252 | 0.264 0.22) 0.21 | 0.09 0.09 | 0.09 0.08 

12§ a Fw 1.81 | 0.256 0.345 | 0.29 | 0.31 | 0.16 | 0.17 | 0.12 | 9.09 
§ 2.67 | 0.213 | 0.269 | 0.24 | 0.26 0.09; 0.10] 0.10 0.10 

14§ . & we 1.54 | 0.189 0.254 0.20/| 0.19 | 0.13 | 0.12 | 0.15 | 0.07 

Mean 0.24 | 0.25 | 0.13 | 0.13 | 0.10 | 0.09 


§ Bilaterally splanchnectomized rabbits. 





8) T.R. Elliott, J. Physiol., 1912, 44 391. 

9) N.C. Borberg, Skand. Arch. f. Physiol., 1913, 28, 152. 

10) C.H. Kellaway, J. Physiol., 1919 (—20), 53, 221 ff. 

11) F. A. Hartman, H.A. McCordock and M.M. Loder, Am. J. Physiol., 
1923, 64, 4. 
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urethane upon the metabolism of cats and was inclined to attribute it to the 
effect of urethane upon the adrenals.” 

Some rabbits in the above reported investigations were killed by a 
blow on the neck, and the suprenals and liver were removed at once. Of the 
former organs the epinephrine or chromaffine substance was then estimated. 

As the controls, the suprarenals of normal and doubly splanchnecto- 
mized rabbits, which received no other manipulation before a blow on the 
neck, were examined for the epinephrine content. The data are given in 
Table III. The values very nearly agree with those previously reported 
from our Laboratory,” or a little smaller. 

Now, the data of the suprarenals of the rabbits, normal, doubly 
splanchnectomized and unilaterally splanchnectomized (the right splanchnic 
was exclusively interfered with), which received urethane and were killed 


under narcosis, are epitomized in Tables TV-VI. 


TABLE IY. 


Epinephrine content of suprarenals in urethanized rabbits, normal 
or previously doubly splanchnectomized. 
































= | Epinephrine content i= 
| Weight of | — — Jed 
= | suprarenals Total : 38 
No. | Date > eg | quantity per kilo % |£s 
| a=) | (mgrm,) (mgrm.) ze 

| eral ie 

(kilos)| r. | Linas rn | Lh | e. 1. (hrs 

1 | 21. XI.’21.| 1.74 | 0.222) 0.299 | 0.19 | | 0.11 | 0.06 4 
2 |23. XL. ,, | 2.09 | 0.193| 0.211 0.17 | | 0.08 | 0.08 4 
3 |25. XI. ,, | 1.88 | 0.209] 0.231 | 0.30 | | 0.16 0.13 | 4 
4 |26. XI. ,, | 1.40 | 0.131] 0.149 | 0.21 | | 0.15 | 0.14) 4 
5 | 8. XII. ,, | 1.62 | 0.121; 0.121, 0.10 | 0.06 | 0.08 4 
6* | 10. TIT. ’22.| 1.95 | 0.339) 0.394) 0.42 | 0.22 | 0.12 10 
7 |26. X. ,, | 2.05 | 0.247) 0.245) 0.18 | 0.17 | 0.09 | 0.08 | 0.08 | 0.07 | 14 
8 | 26. X. 4 | 1.85 | 0.170} 0.174) 0.10 | 0.10 0.05 0.05 | 0.06 | 0.05 | 14 
9§*| 8. IIT. ,, | 1.95 | 0.254] 0.219! 0.19 0.10 0.08 8 
10§ | 8. II]. ,, | 2.08 | 0.165) 0.230) 0.18 | 0.09 | 0.11 8 
11§* 10. IIT. ,, | 2.15 | 0.340) 0.337 0.26 0.10 | 0.08 10 
12§*/ 13. III. ,, | 149 | 0.256 0.240| 0.16 | | 0.11 | | 0.06 24 
13§*| 14. III. ,, | 1,73 | 0.370| 0.338, 0.21 | 0.19 | 0.12 | 0.11 | 0.06 | 0,06 11 


148*| 6. X. ,, | 1.55 | 0.209| 0.215| 0.31 | 0.28 | 0.20| 0.18) 0.13 | 0.13, 12 
15§*| 6. X. ,, | 1.75 | 0.289] 0.233) 0.22 | 0.20) 0.13 0.11 | 0.08 | 0.09 | 12 





§ Bilaterally splanchnectomized rabbits. | * Body temperature fall was protected. 





12) J.C. Aub, E.M.Bright and J. Uridil, Am. J. Physiol., 1922, 56, 303; J.C. 
Aub, E.M. Bright and J. Forman, Ibid. 350 f.; M.A. McIver and E. M. Bright, 
Tbid., 1924, 68, 623 f. 

3) Iju. Fujii, Tohoku J. Exp. Med., 1924, 5, 405; So. Hirayama, Ibid., 1925, 5, 
573; Sho. Mikami, Ibid., 1925, 6, 310 ff. 
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TABLE V. 
Epinephrine content of suprarenals in urethanized rabbits, right 
splanchnic nerve of which was previously cut. 
| as | Epinephrine content is 
= Weight of — a2 
| B suprarenals Total wr kil Sf 
No. | Date | > grm.) quantity po oe % #5 
| fcaiian (mgrim.) ze 
| | & | / (mgrm.) | _ oy es f= 
| |(kilos)| —r. 1. r. 1. r. 1. a l. (hrs. 
| ! 

1 1. V.’22.] 1.88 0.189} 0.227; 0.20 | 0.15 0.11 | 0.09! 0.11 0.07) 10 

2 | 30. V. , 75 | 0.318| 0.293! 0.11 | 0.08 | 0.06! 0.05 | 0.04) 0.03 10 

3 . Vi. 2.10 | 0.295} 0.288; 0.23] 0.18 | 0.11 | 0.09 | 0.08 | 0.06 10 

i 14.11. ,, 95 | 0.185) 0.194) 0.23 | 0.20 | 0.12 0.10; 0.12 0.10) 11 

5*| 20. VI. ,, | 2.33 | 0.230) 0.254) 0.12 | 0.09 | 0.05 | 0.04) 0.05 | 0.03 12 

6 Oe We os 99 | 0.875] 0.776) 0.19 | 0.13 | 0.10 0.07 | 0.02 | 0.02 14 

i Wit. . 98 | 0.229) 0.272} 0.22] 0.14) 0.11 0.07 | 0.09 | 0.05 24 

8*} 18, IX. ,, 1.92 | 0.452/ 0.417| 0.18 | 0.13 , 0.09 0.07 | 0.04!) 0.03 24 

9x| 18. 1X. ,, 88 | 0.312] 0.295} 0.21 | 0.16 | 0.11 | 0.09 | 0.07 | 0.06 | 24 
10 |5-6. VI. ,, | 1.55 | 0.134] 0.138] 0.17] 0.06 | 0.11 | 0.04) 0.12) 0.04 26 
Mean | 0.19 | 0.13 | 0.10 0.07 | 0.07 | 0.05 

* Body temperature fall was protected. 
TasL.e VI. 
Chromaffine substance of suprarenals in urethanized rabbits, right 
splanchnic nerve of which was previously cut. 
E Duration 

No. Date R. gland (denervated) L. gland (non-denervated) of narecate 

] 14. VIII. ’22. | Medulla coloured pretty | Medulla coloured a little 6 
deep, boundary between deeper than r., boundary 
med. and cortex sharp. between med. and cor- | 

| tex sharp. 

2 14. VIII. ,, | Medullaprettydeep,boun- | Medulla a little deeper, 6 
dary not so sharp. boundary not sharp. 

3 15. VIII. ,, | Medullaprettydeep,boun- | Medulla a little lighter 6 
dary not so sharp. boundary not sharp. 

4 15. VIIT. ,, | Medullaprettydeep,boun- | Medulla a little deeper, 6 
dary sharp. boundary sharp. 

5 | 20. VI. ,, | Medulla pretty deep, cor- | Medulla pretty deep, but 12 
tex coloured a little; | not uniformly, cortex 
boundary not so sharp. coloured a little; boun- 

| dary not sharp. 

6 | 6. X. ,, | Medulla deep, cortex pret- | Medulla pretty deep, but 12 

ty deep, boundary sharp. not uniformly, cortex | 
coloured a little; boun- 
dary not so sharp. 

7 6. X. ,, | Medulla deep, boundary | Medulla pretty deep, boun- 12 
sharp. | dary not sharp. 

8 2. IX. ,, | Medulla deep, boundary | Medulla deep, boundary 24 
sharp. not so sharp. 

9 | 2. IX. ,, | Medullaprettydeep,boun- | Medullaa little, boundary 24 


dary sharp. not sharp. 
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Duration 


No. | Date R. gland (denervated) L. gland (non-denervated) | of narcosis 
B hrs 














10 | 21. IX. ’22. | Medulla deep, cortex deep, | Medulla a little lighter, 24 


boundary not sharp. boundary not sharp. 

1] 21. IX. ,, | Medulla deep, boundary | Medulla and cortex pretty | 24 
sharp. deep, boundary not | 
sharp. 


As will be seen from examination of the tables taken together, the 
denervation of the gland was able to some extent to protect it from ex- 
haustion of the epinephrine content, while in the non-denervated glands 
the epinephrine load diminished largely. The diminution of the epine- 
phrine content advanced with the lapse of time, so that the diminution is 
clearly demonstrable in the experiments given in Table V, in which the 
narcosis was continued for 10-24 hours. 

Most of the normal rabbits in Table [V were not protected against the 
body temperature fall due to urethane narcosis, while the doubly splanch- 
nectomized ones, except in a single instance, were protected against it. 
This difference in the body temperature may be partly accounted for the 
difference of the epinephrine load in both series of experiments. 

Table VI, loaded with the resultants on the chromaffine substance, 
examined by the method of Negrin and Briicke, indicates the same ten- 


dency as the data on the epinephrine content, just discussed. 


Glycogen Content of the Liver and Muscle under Urethane Narcosis : 

In two out of seven fasting fowls, Nebelthau was able to observe a small accumla- 
tion of glycogen in the liver by giving urethane. In rabbits, which were poisond with 
strychnine, so that the glycogen reserve in the body should be totally or nealy totally ex- 
hausted, Vo gelius detected the formation of glycogen in the liver, etc. by the action of 
urethane.) Frentzel repeated on rabbits the examination of the same kind as V oge- 
lius. In 18-45 hours of urethane narcosis a small quantity of glycogen was detected in 
the liver, but the muscles contained no glycogen or merely a trace of it. 

' 

The glycogen content of the liver shows an individual variation of a 
large magnitude. According to Fujii,’ who made use of the same me- 
thod for determination of glycogen as the present writer and experimented 
on a vast number of rabbits, it was 1-3 grms. or 1.5-6%, in the great 
majority of cases. The glycogen content of M. sacrospinalis was usually 
0.4-0.8%. 


14) E. Nebelthau, Ztschr. f. Biol., 1891, 28, 148. 

15) N.Zuntz, Arch. f. Anat. u. Physiol., Physiol. Abt., 1893, 378; Verhandl. Physiol. 
Gesellsch. z. Berlin, 18 (92—) 93, 17, Nos. 8 & 9, 8. 

16) J. Frentzel, Pfliiger’s Arch., 1894, 56, 283. 














Urethane Hyperglycaemia and Glycosuria in Rabbit 379 


We have also made some estimations on normal and bilaterally splanch- 
nectomized rabbits. The values for the liver glycogen content obtained 
from normal rabbits and those for the muscle glycogen from normal as well 
as doubly splanchnectomized ones agree on the whole with his data. The 
liver glycogen content of the doubly splanchnectomized was somewhat smal- 
ler than that of the normal (Table VI). 


TaBLeE VII. 


Glycogen content of liver and muscle of rabbits, normal and 
bilaterally splanchnectomized. 





Glycogen content 


Date of | Body | Weight 
No. | Date splanchnec- | weight | of liver Liver Muscle 
tomy (kilos) | (grms.) ; 

(grms. %) (2%) 

11. Il. ’31. -- 2.10 60.0 2.886 4.81 1.07 

2 i. we. 4 — 1.86 55.0 3.011 3.85 0.94 
ifn ee _ 1.79 57.0 | 1212 | 212 0.49 
4 i a — 1.75 50.0 | 0.535 1.07 0.28 
5 ef & — 2.24 61.0 1.644 2.69 0.61 
|<. — 1.95 56.0 1,820 3.23 0.65 
; ta. 2 1.85 56.0 2.335 4.17 0.52 
“ot Sn ee . 1.88 48.0 | 1220 2.54 0.38 
So im Bes - 1.97 54.0 1.625 3.01 0.48 
10 | 2 XI ,, 1.83 46.0 1,909 4.15 0.60 
1] = aa — 1.96 52.0 2.074 3.99 0.58 
12 | 10 VI. , | 13% YV. 21] 1.75 50.0 0.529 1.06 0.48 
Bs | VL, a ew 1.96 53.0 1.210 2.04 0.28 
14 8. VII. , | 17. VI. , 1.84 45.0 0254 0.56 0.40 
15 i; = a 2.52 66.0 0.882 1.67 0.65 
16 23. VII. ,, a 1.58 45.0 0.928 2.06 0.82 
17 ie Bae Se 1.94 61.0 1.659 2.72 0.51 
- i ae, I - = 2.15 52.0 0.375 .72 0.57 


19 Te. . |e Se. 1.97 54.0 1.962 3.63 0.88 
20 20. XII. ,, 5. 2a = 2.10 55.0 1.031 1.88 0.92 
1 #{|0. £98. | 2. XIL , 1.70 39.0 1.339 3.46 0.97 
=. .1t. £ « | 36-30: « 1.86 50.0 1.299 2.60 0.60 


= (me fd |e Ee 1.62 56.0 1.686 3.01 0.78 
24 Bik. {Rk £m! ie 57.0 2.054 3.60 1.12 
-S (eee. teh. 2s 1.85 45.0 1.222 2.71 1.46 
26 _ See Se ee 1.68 49.0 0.799 1.63 0.89 


The glycogen contents of liver and muscle in the urethanized rabbits, 
the normal, unilaterally or bilaterally splanchnectomized, some of which 
were protected against the body temperature fall, are summarized in Table 
VIII. The time interval from the beginning of administration of uretha- 
ne to the killing of the animals is noted in the last column. 

From the data given in the table it may be allowed to make the fol- 
lowing deduction: When the hyperglycaemia due to urethane was re- 
markable, e.g. over 0.25%, the glycogen content of the muscle invariably 
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TasLtE VIII. 





Glycogen content of liver and muscle in urethanized rabbits. 








| (kilos) \(grms.)} ( 





= 

oe 

| & 

No Date | 
i 
——| 

1 |). XI.°21.| 1.74 
$ i XI. 2.09 | 
3 it. 3. | 188 
4 ma Ab 1.40 | 
5* 110. IIT. ’22.| 2.15 | 
6* |13. TIT. ,, | 1.49] 
7* 114 III. ,, 73 | 
8 | 8. XII.’21.| 1.62 | 
9 |25. V.722.| 1.99 | 
10 |26. X. , | 2.05 
11 |26. X..,. | 1.85 
1M*r| 3. IX. , | 1.88 
ar 2. Th. « 1,69 
14*r| 21. IX. ,, | 1.85 
15* rj) 21. IX. ,, 1.74 
ir, & ZX. ,, 1,65 
17*r| 6. X. ,, | 1.75 
18*b| 8. IIT. ,, | 1.95 
19*b| 10. IIT. ,, | 2.15 
20*b.| 13. ITT. ,, | 1.49 
21*b/ 14. IIT. ,, | 1.73 
23 bi 8. IT. ,, | 2.08 
23 bi 14. V. ,, | 1.90 
24b/17. V. , | 1.92 
25*b.| 2 IX. ,, | 2.11 
26*b| 2. IX. ,, | 1.90 
27*b| 14. IX. ,, | 1.81 
28*b) 14. IX. ,, | 1.97 
7-4) 6 =... | 16 
30*b.| 6. X. ,, | 1.55 


Letterings “r” “b” 





Urethane per kilo 
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| 
| 
| 
| 
| 
| 
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tom et 


— pd et et eet BOOED ES 
coauncoce 
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as Table I; 
































§ Blood sugar S | Glycogen content 
2 2 & (76) Dy | : 
Esc tt peace a 
fea) = | 4 | & z | | 2 
BEEK £ ~ “ea > = 
bee | ee|ee| ure | & 
ISe.s}| © |.68)85 | & 
- | & | ae ) Per 
°C) | a 4 (grms)(8™*)) (%) | (2) 
| | } | | 
35.2 | 0.10 | 0.34 | 0.139/ 0.117} 0.29 | 0.10 
36.0 | 0.10 | 0.18 | 0.011] 1.732] 3.15 | 0.58 
37.9 | 0.10 | 0.20 | 0.015 1.607] 3.55 | 0.87 
36.3 | 0.08 | 0.16 | 0.014| 0.691| 1.92 | 0.35 
36.5 | 0.10 | 0.14 | 0.023) 3.448 5.30 | 1.07 
36.4 | 0.08 | 0.16 | 0.080) 1.371) 2.59 | 1.02 
36.4 | 0.14 | 0.19 | 0.022! 1.974} 3.13 | 0.80 
34.7 | 0.13 | 0.23 | 0.854/ 1.089| 2.42 | 0.67 
31.0 | 0.11 | 0.27 | 2.450} 0.157] 0.28 | 0.37 
34.5 | 0.09 | 0.28 | 2.147! 0.692) 1.26 | 0.20 
33.9 | 0.09 | 0.28 | 2.016) 0.835!) 1.85 | 0.23 
35.8 | 0.11 | 0.20 | 0.120| 1.621] 2.95 | 0.56 
35.9 | 0.11 | 0.31 | 0.730] 1.661) 3.13 | 0.20 
35.8 | 0.09 | 0.20 | 0.242] 0.950| 1.98 | 0.61 
35.5 | 0.10 | 0.21 | 0.412} 0.835) 0.15 | 0.51 
37.5 | 0.10 | 0.14 | 0.038) 1.646) 4.11 | 0.83 
36.5 | 0.23 | 0.413] 1.927) 4.59 | 0.23 
35.8 | | 0.25 | 0.113) 1.320) 1.90 | 0.34 | 
36.3 0.14 | 0.037| 4.541! 6.14 | 1.21 | 
37.2 0.15 | 0.027| 0.911) 1.75 | 1.34 | 
37.2 | 0.12 | 0.17 | 0.022! 1.856] 3.37 | 0.93 
32.8 | 0.08 | 0.18 | 0.460) 2.226) 3.84] 1.3 
32.8 | 0.09 | 0.39 | 4.774| 0.477| 0.95 | 0.10 
33.1 | 0.08 | 0.27 | 2.485) 0.498) 1.59 | 0.21 
36.5 | 0.10 | 0.16 | 0.062) 2.092) 3.43 | 0.42 
33.5 | 0.11 | 0.21 | 0.063] 1.386] 3.60 | 0.40 
37.3 | 0.11 | 0.26 | 0.114} 0.467; 0.88 | 0.11 
37.8 | 0.10 | 0.20 | 0.051] 1.151) 1.75 | 0.37 
37.6 | 0.10 | 0.15 | 0.046 | 1.749| 3.87 | 0.93 
37.6 | 0.09 | 0.16 | 0.082} 3.280} 3.95 | 1.02 


* Body temperature fall was protected. 


Duration of ex- 
periment 


decreased, while in the case of the glycogen load of liver the same conclu- 


sion can not be deduced without difficulty. 
be affected by whether the splanchnic nerves were sectioned or not. 


Summary : 


These results do not seem to 


Administration, either by mouth or under skin, of urethane to rabbit» 
in a dose of 1,0-2.0 grms. per kilo of body weight calls forth a long last- 


ing hyperglycaemia and glycosuria. 
velike fluctuation of the intensity, the length of one wave being some hours 


The hyperglycaemia indicates a wa- 
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long, sometimes over ten hours. 

The intensity of hyperglycaemia and glycosuria chiefly depends upon 
the depth of narcosis. The intensity of hyperglycaemia and the magni- 
tude of the fall of body temperature during the narcosis on the whole run 
parallel, and the protection of the body temperature fall can to some extent 
diminish the intensity of hyperglycaemia and glycosuria. 

Section of the splanchnic nerves on both sides has no influence upon 
the glycogenolytic action of urethane in rabbits. 

The oxygen content and its total capacity of arterial blood begin to 
decrease in the later stage of urethane narcosis, say 12 hours, and advance 
further in diminishing. 

The epinephrine load of the suprarenals diminishes under urethane 
narcosis; denervation of the gland can largely prevent the exhaustion. 

When the urethane hyperglycaemia is remarkable, diminution of the 
glycogen content of the muscles is unmistakable, while that of the liver 
shows a somewhat similar tendency, but inconstant. 
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I. Das Verhiltnis des Zuckergehalts der Thoracicuslymphe 
zum Blutserumzucker. 

Uber den Blutzucker hat man von alters her viel gearbeitet, und 
seine Erforschung ist seit Einfiihrung der Mikromethoden ins Gebiet der 
Biologie immer umfangreicher geworden. Uber den Lymphzucker, be- 
sonders iiber dessen normalen Gehalt ist jedoch bisher nur wenig berichtet, 
und zwar sind die Angaben sehr verschieden. Poiseuille und Lefort” 
untersuchten 1858 den Chylus- und Lymphzucker verschiedener Tiere und 
fanden, dasser héher ist als der des arteriellen Bluts. Nach ihrer Bestim- 
mung betrug z.B. bei einem Pferd der Zuckergehalt des arteriellen Bluts, 
des Chylus und der Halslymphe je 0,069 %, 0,222% und 0,442%. Thre 
Angaben sind aber nach Gerhartz” nicht zuverlissig, da die Werte zu 


1) Poiseuille u. Lefort, C. R. de l’Acad. des Sciences, 1858, 46, 677. 
2) Gerhartz, Oppenheimers Handbuch d. Biochemie d. Menschen u. d. Tiere, 
Jena 1909, 2. Bd. 2. Tl., 121. 
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verschieden sind, wahrscheinlich wegen ungeniigender Enteiweissungs- 
methode. v. Mering” hat beim Hunde den Zuckergehalt des Chylus und 
der Halslymphe mit dem des Carotisserums verglichen. Seine Bestim- 
mung hat ergeben, dass der Zuckergehalt sowohl des Chylus als auch der 
Halslymphe dem des Carotisserums gleich ist. Der Chylus- und der 
Carotisserumzucker betrug bei einem gefastet habenden Hund beides 
0,125%, bei einem anderen 0,113% und 0,115%. Beim dritten Hund 
betrug der Halslymphzucker 0,135 2% und der Carotisblutzucker 0,111 24. 
In demselben Jahre sagte Cl. Bernard,” dass der Zuckergehalt des Chylus 
und des Bluts derselbe sei, da der des Chylus eines in der Verdauungszeit 
befindlichen Hundes 0,170%, der des arteriellen Bluts 0,1739, und 2 
Stunden nachher der des venésen Bluts 0,190% und des Chylus 0,160% 
betragen habe. 

Ginsberg” ist dagegen wieder anderer Ansicht. Nach seiner Unter- 
suchung ist der Carotisblutzucker beim Kaninchen 0,17%, der Chylus- 
zucker 0,237%, und beim Hund ist jener 0,082, dieser 0,219 ; der 
Chyluszucker ist also betriichtlich héher als der Zucker des arteriellen 
Bluts. Nach dem kiirzlich von Fujii® angegebenen Ergebnis ist der Zucker- 
gehalt der Thoracicuslymphe des hungernden Hundes 0,09-0,13 9%, wiih- 
rend der des Ohrvenenbluts 0,08-0,11%% ist. Ersterer ist also ein wenig 
hoher als letzterer; aber im ganzen soll der Zuckerwert beider anniihernd 
gleich sein. 

Die Angaben iiber den a ‘kergehalt sind sehr mannigfach. 
Manche Lehrbiicher scheinen bedingungslos die Ansicht v. Merings an- 
zunehmen. Doch wenn man seine Protokolle genau durchliest, so findet 
man, dass die zur Untersuchung angewandte Lymphmenge nur wiihrend 
langer Zeit gesammelt wurde und der Lymphzucker keineswegs immer 
dem Carotisserumzucker gleich ist. Ausserdem haben manche Autoren 
den Vollblutzucker nicht vom Blutserumzucker unterschieden. Es ist aber 
eine wohlbekannte Tatsache, dass der Blutzucker auf Formelemente und 
Serum ungleichmiissig verteilt ist. Um den Blutzucker mit dem Lymph- 
zucker zu vergleichen, muss man den Blutserumzucker mit letzterem ver- 
gleichen. Eine erneute und ausfiihrliche Untersuchung iiber den Zucker- 
gehalt der Lymphe ist also notwendig. 

Unter Ly mphe versteht man gewdhnlich die Lymphe des Ductus 


1) y. Mering, Arch. f. Anat. u. Phys., 1877, Phys. Abt. 44, 379. 
2) Cl. Bernard, Lecons sur le diabéte, Paris 1877, 205. 

3) Ginsberg, Pfliigers Arch. 1889, 44, 306. 

4) Fujii, Tohoku J. Exp. Med., 1922, 3, 120. 
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thoracicus. Man glaubt, dass die Thoracicuslymphe in der Hungerzeit 
mit der Lymphe anderer Gebiete identisch ist.” Meines Erachtens ist aber 
die Thoracicuslymphe auch in der Hungerzeit von letzteren sehr verschie- 
den. Zuerst wandte ich der Thoracicuslymphe meine Aufmerksamkeit zu. 
Ich wollte ihren Zuckergehalt unter verschiedenen Umstiinden mit dem 
Blut- resp. Serumzucker mancher Getiissgebiete vergleichen und ihr Ver- 


hiiltnis genauer kennen lernen. 


Methodisches. 


Als Versuchstiere habe ich ausgewachsene, normale Kaninchen und auch Hunde 
gewihlt. Man fesselt sie in Riickenlage. Da Narkose verschiedene Einfliisse auf den 
Blutzucker austibt,2™ sind die Operationen alle ohne Narkose ausgefiihrt worden. Beim 
Kaninchen legt man indirekte Thoracicusfistel an, indem man V. jugul. ext., V. axill., und 
V. cava sup. sin. unterbindet und in den so entstandenen Lymphsack eine kurze Glaskaniile 
bindet. Dabei wird das Halslymphgef iiss durch Unterbindung stets ausgeschlossen. Bein 
Hunde legt man dagegen eine direkte Thoracicusfistel an. Der Einfluss dieser Eingriffe 
selbst konnte zwar nicht vermieden werden, aber gerade dieser Einfluss hat wiederum das 
wichtige Verhiiltnis des Thoracicuslymph- und Blutserumzuckers aufgeklirt. 

Da die Gesamtlymphe und das Lymphserum beziiglich des Zuckergehalts sowohl nach 
meinen Versuchen als auch nach den Versuchen yon Osato® keinen nennenswerten Un- 
terschied aufwiesen, so habe ich der Bequemlichkeit halber die Lymphe, die aus der 
Glaskaniile tropfenweise fillt, mit Papier zur Bestimmung aufgesogen. 

Das Blut entnahm ich in folgender Weise: beim Kaninchen habe ich die V. jugul. 
ext. dext. abpriipariert und von Zeit zu Zeit etwa 1,5 ccm Blut mit einer Spritze punktiert. 
Um das Blut aus V. portae und V. hepatica zu gewinnen, habe ich das Kaninchen zu ge- 
eigneter Zeit durch Nackenschlag getétet und nach Offnen der Bauch- und Pleurahdhle 
die V. portae am Eintritt in die Leber, die V. cava inf. am Ein- und Austritt der Leber 
mit Klemmen unterbunden und zuerst die V. portae, dann die V. hepatica punktiert. 
Beim Kaninchen habe ich das Blut der A. carotis nicht untersucht, aber oft das Blut der 
linken Herzkammer punktiert. Vom Nackenschlag bis zur vollendeten Punktion waren 
etwa 5 Minuten nétig. Beim Hunde habe ich ebenfalls Punktion der V. jugul. ext. dext. 
oder sin. und der A. carotis comm. dext. ausgefiihrt. Die Punktion aus letzterer liisst sich 
mit einer diinnen Nadel ohne nennenswerte Blutung ausfiihren. Die Punktion der 
Pfortader werde ich spiiter besprechen. Die Lebervenen des Hundes habe ich nicht 
untersucht. 

Um das Blutserum sich abscheiden zu lassen, hat man das Blut, nachdem es geronnen 
war, sofort zentrifugiert. Eine geringe Hiimolyse war oft unvermeidbar. Das Verfahren 
wurde zur Verhiitung der Glykolyse™® méglichst schnell ausgeftihrt, doch verliefen 20- 
30 Minuten von der Punktion bis zur Fixation des Serums mit Papier. Das weitere und 


1) Hammarsten, Lehrbuch d. physiol. Chemie, Miinchen u. Wiesbaden, 1922, 271. 
2) Hirschu. Reinbach, Hoppe-Seylers Zeitschr., 1914, 91, 292. 

3) Fujii, Tohoku J. Exp. Med., 1921, 2, 169. 

4) Osato, Tohoku J. Exp. Med., 1922, 2, 494. 

5) Cl. Bernard, Legons sur le diabéte, Paris 1877, 208. 


6) v. Mering, lc. 
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alles hiervon Abweichende werde ich bei den einzelnen Experimenten beschreiben. 

Der Zucker wurde in jedem Fall nach Ho1lb611’s) Modifikation yon Bang’s® neuer 
Mikromethode bestimmt. Man ist nicht gewiss, ob die Lymphe im Vergleich mit dem 
Blut eine gréssere Menge reduzierender Stoffe ausser Glukose enthilt. Ich driicke aber 
lie Reduktionswerte nach Bang simtlich als Zucker aus. 


Experimente. 
1. Zuckergehalt der Thoracicuslymphe beim normalen Tiere. 


Um Resorption seitens des Darmtraktus méglichst auszuschliessen, 
gibt man den Versuchstieren 2-3 Tage keine Nahrung. An der Tabelle 
I wird ein Versuch gezeigt, bei dem an einem Hunde die Thoracicuslymphe 
mit dem Jugular- und Carotisserum verglichen wurde. Am Hunde tritt 
die Hyperglykiimie durch Fesseln und Operation am Halsteil nur in un- 
bedeutendem Masse auf,” so dass man die auf diese Weise gewonnenen 
Werte etwa als normal betrachten kénnte. In diesem Versuch steigerte 
sich der Blutzucker der Ohrvene durch Fesseln und einstiindige Opera- 
tion von 0,081 2% zu 0,086 24, und da betrug der Zuckergehalt der Thora- 
cicuslymphe, des Carotisserums und des Jugularserums 0,125 94, 0,099 % 
und 0,097 26. Nach 1 Stunde betrugen sie 0,125 24, 0,105 2% und 0,100% 
und nach 2 Stunden 0,12224, 0,0962% und 0,094%. Der Thoracicus- 


lymphzucker ist also héher als der Carotis- und Jugularserumzucker. 


Tabelle I. 
Versuch 22. 6. VII. 1925. Hund 7,9 kg, 4, ohne Narkose; 4.-6. VII. gefastet. 





Zuckergehalt (22) 








Zeit Jugularvenen- Thorecicas 
Ohrvenenblut | “USWSFVEnER” |) Ca rotisserum a 
serum lymphe 
9>45/ a.m. 0,081 
10620-1153 |  Fesseln u. Operation am Halsteil: direkte Thoracicusfistel 
angelegt. | | 
1139/ 0,123 
1141 0,086 
11643/ 0,097 
1145/ 0,099 
12630 p.m. 0,125 
12033/ 0,100 
12035/ 0,105 
1h40/ 0,122 
1h49/ 0,094 
145 0,096 


1) Holb6ll, Biochem. Zeitschr. 1921, 113, 200. 
2) Bang, Mikromethoden zur Blutuntersuchung, Miinchen u. Wiesbaden 1922, 35. 
3) Osato, Tohoku J. Exp. Med., 1922, 2, 495. 
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Beim Kaninchen bringen das Fesseln” und die Operationseingriffe* 
deutliche Hyperglykiimie zustande. Z.B. beim Versuch der Tabelle I 
steigert sich der Ohrblutzucker durch Fesseln und Operation am Halsteil 
wihrend 1} Stunden von 0,080% bis 0,168%. Zu dieser Zeit war der 
Thoracicuslymphzucker 0,311%, der Jugularserumzucker 0,267%. Nach 
der Operation entfesselt man das Kaninchen und lisst es ruhig im Kiifig 
bleiben, bis der Einfluss der Eingriffe verschwindet. Der durch Fesseln 
und Operation gesteigerte Blutzucker kehrt bei den Versuchen von Mori- 
ta® schon nach einigen Stunden zur Norm zuriick. Bei meinem Kanin- 
chen findet man am niichsten Morgen den Zuckergehalt der Thoracicus- 
lymphe, des Jugularserums und des Jugularbluts als resp. 0,1502, 
0,112%, und 0,083%. Nimlich, der Thoracicuslymphzucker ist auch 
beim Kaninchen hoher als der Jugularserumzucker. 


Tabelle IT. 


Versuch 14. 16,-17, II. 1925. Kaninchen 1,05 kg, 4, 
ohne Narkose; 13.-16. IT. gefastet. 





| Zuckergehalt (22) 





Datum u. Zeit | Ohrvenen- | Jugularve-| Jugularve- (Thoracicus- Leberve- | Portal- 





blut | nenblut | nenserum} lymphe | nenserum serum 
16. 407 p.m. 0,080 | 
4045/-6)0/ Fesseln u. Operation am Halsteil: indirekte Thoracicusfistel 
angelegt. 
6h” 0,311 
6h5/ 0,168 
6>10/ 0,187 0,267 
in Entfesseln. 
17. 10°20 a.m. | 0,150 | 
1030 0,083 | 0,112 
11h0/ |} 0,152 | 
140’ p.m. | |} 0,152 | 0,224 
- Téten durch Nackenschlag. | 0,232 0,187 


Uber die Blutzuckerwerte verschiedener Gefiissgebiete, die Lebervenen eingeschlossen, 
gibt es manche Arbeiten: aus iilterer Zeit die Forschungen yon Cl. Bernard,” y. Mer- 
ing,» Bleile,® Seegen” usw. und in neuerer Zeit die Untersuchung von Cori u. a.* 
Die meisten Forscher nehmen an, dass der héchste Zuckergehalt beim Hungern in den 

1) Diesbeziigl. Liter. s. Fujii, Tohoku J. Exp. Med., 1921, 2, 9. 

2) Hammarsten, Lehrb. d. physiol. Chemie, Miinchen u. Wiesbaden 1922, 316. 

3) Morita, Tohoku J. Exp. Med., 1922, 3, 226. 

4) Cl. Bernard, Lecons sur le diabéte, Paris 1879, 279. 

5) vy. Mering, l.c. 

6) Bleile, zit. nach Bang, ,, Der Blutzucker,“ Wiesbaden 1913, 46. 

7) Seegen, Pfliigers Archiv, 1885, 37, 348 ; 1886, 39, 121. 


on 


8) Cori u.a., Journ. of Pharm. & exp. Therap., 1924, 22, 355. 
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Lebervenen, bei Kohlehydratresorption in der Pfortader zu finden ist. Nach den letzten 
Autoren, d. h. Cori u. a., die beim lebenden, gehungert habenden Kaninchen den Zucker- 
gehalt des Lebervenen- u. Jugularvenenbluts verglichen haben, ist die Differenz des 
Zuckergehalts beider Blutgefiisse durchschnittlich 28 mg pro 100 ccm Blut. 

Uber die Vergleichung des arteriellen und venésen Blutzuckers werde ich im niichsten 
Kapitel sprechen. 

Da der Thoracicuslymphzucker nach meinen obigen Versuchen héher 
als der Carotis- und Jugularserumzucker steht, so versuchte ich, ersteren 
beim Kaninchen mit dem Lebervenenserumzucker zu vergleichen. Bisher 
gab es keine diesbeziiglichen Untersuchungen. In Tabelle II ist bei der 
zweiten Bestimmung der Thoracicuslymphzucker 0,224, der Jugular- 
serumzucker 0,152%. Etwaige Erhéhung des Zuckerwertes ist vielleicht 
Wirkung der Eingriffe. Nach sofortigem Téten betrug der Zuckergehalt 
des Lebervenenserums 0,232% und das des Portalserums 0,1879. In 
Tabelle III ist ein analoger Versuch angegeben: der Zuckergehalt der 
Thoracicuslymphe 0,219%, des Jugularserums 0,169%, des Lebervenen- 
serums 0,228% und des Portalserums 0,156%. Der Thoracicuslymph- 
zucker steht also ein wenig niedriger als der Lebervenenserumzucker. 


Tabelle IIT. 


Versuch 10. 5. II. 1925. Kaninchen 2,1 kg, 2°, ohne Narkose; 3.-5. II. gefastet. 





Zuckgerhalt (22) 
Zeit Ohrvenen- Jugularve- | Thoracicus- | Lebervenen- oo 
blut | nenserum | lymphe serum — 
10°50’ a.m. 0,088 0,122 
11»20/-150/ p.m. Fesseln u. Operation am Halsteil: indirekte Thoracicusfistel 
angelegt. | 

1b15/ 0,249 

1>20/ 0,154 0,205 | 

13h 0,254 

1>40/ Entfesseln. 

4h30/ 0,115 0,232 

6b45/ 0111 | 0,169 0,219 

6>48/ Nackenschlagtod. 0,228 | 0,156 





2. Zuckergehalt der Thoracicuslymphe bei Hyperglykimie, 


_e 


ausser bei Resorption seitens des Darmkanals. 


Eben jetzt habe ich bemerkt, dass das Fesseln und die Operationseingriffe am Halsteil 
Hyperglykiimie beim Kaninchen hervorbringt und dabei auch der Thoracicuslymphzucker 
sich dementsprechend steigert. Bei folgender Operation priigt sich dies noch deutlicher 
aus. Der Versuch auf Tabelle IV ist auf folgende Weise angestellt. Nachdem die 
Thoracicusfistel angelegt worden ist, legt man die Luftréhre bloss, fiihrt einen halben 
Querschnitt aus und bindet in sie eine T-férmige Glaskaniile, deren eines Ende mit einem 
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Blasebalg zugebunden wird. Letzteren treibt man durch einen elektrischen Motor. Bei 
so angestellter kiinstlicher Atmung reseziert man die rechtsseitige 6. und 7. Rippe von der 
vorderen bis zur hinteren Axillarlinie und legt einen kleinen Schnitt an der Pars tendinea 
des Zwerchfells an. Durch diese Offnung fiihrt man die Punktion der Lebervene aus. 
Infolge dieses Eingriffs steigert sich der Jugularserumzucker von 
03219 bis auf 0,401%. Der Thoracicuslymphzucker steigert sich dabei 
von 0,363% bis auf 0,450%. Hierbei betriigt der Lebervenenserum- 
zucker 0,435%. Nach 30 Minuten, wenn das Tier geschwiicht ist, be- 
triigt der Jugularserumzucker 0,245 % , der Thoracicusly mphzucker 0,323 2% 
und der Lebervenenserumzucker 0,524%. Aus Griinden, die ich spiiter 
besprechen werde, fiillt die Steigerung des Thoracicuslymphzuckers zeit- 
lich nicht ganz genau mit der des Lebervenenserumzuckers zusammen. 
Man sieht jedoch, dass bei diesem Experiment die beiden letzteren eine 


iiusserst nahe Beziehung haben. 


Tabelle IV. 


Versuch 6. 29. I. 1925. Kaninchen 2,0 kg, 2, ohne Narkose ; 28-29. I. gefastet. 





Zuckergehalt (22) 





Zeit Ohrvenenblut | 2U8¥larvenen- | Thoracicus- Lebervenen- 
serum lymphe serum 
si alaenetbaaiaaiina Es eee eee = 
2510’ p.m. 0,093 
3h0/—-4630/ Fesseln u. Operation am Haisteil: indirekte Thoracicus- 
fistel angelegt. 
4h35/ 0,190 | 
4040/ : 0,321 ’ 0,363 q 
4045-5 25/ Resektion der rechten 6. u. 7. Rippe von der yorderen bis 
zur hinteren Axillarlinie unter kiinstlicher Atmung. 
535 l 0,430 
5b4u/ 0,401 0,435 
GhQ0/ 0,323 
6257 | 0,245 | 0,324 
628/ Gestorben. | 


Weiter ist durch Schrokauers Untersuchung bekannt geworden, dass bei der 
Schwangerschaft des Kaninchens Hyperglykiimie auftritt. 

Beim Versuch in Tabelle V hat man ein hochtragendes Kaninchen 
angetroffen, bei dem der Zuckergehalt der Thoracicuslymphe 0,540 %, des 
Jugularserums 0,303, des Lebervenenserums 0,3622%4 und des Portal- 
serums 0,302 % betrug. 

Bei Hyperglykiimie ist also auch der Thoracicuslymphzucker hoch. 
Wenn der Blutzucker plétzlich zunimmt, nimmt auch der Thoracicus- 


1) Schrokauer, Berl. kl. Woch., 1912, 500. 
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lymphzucker entsprechend plétzlich zu und behiilt einen dem Lebervenen- 


serumzucker sehr nahen Wert bei. 


Tabelle V. 
Versuch 16. 27.-28. V. 1925. Kaninchen 2,2 kg, 2, hochtragend, 


ohne Narkose; 21.—27. V. gefastet. 





| Zuckergehalt (22) 


tum u. Zeit : a. p ‘ 
Datum u Ohrvenen- | Jugularve- | Thoracicus- | Lebervenen- 





Portalserum 
blut | menserum | lymphe | serum | 
27. SV pm. | 0,126 
5b20/-6230/ | Operation am Halsteil: indirekte Thoracicusfistel angelegt. 
6>30/ 0,257 | 0,425 
6035 | 0,870 
= Entfesseln. 

28. 10550’ a.m. 0,343 

140’ p.m. 0,303 0,340 

Sofort Nackenschlagtod. 0,362 0,302 


” 


5. Zuckergehalt der Thoracicuslymphe beim lange 
Zeit hungernden Tiere. 

v. Mering® gibt an, dass bei einem 7 Tage lang gehungert habenden Hund, der nach 
seiner Meinung glykogenfrei war, der Chyluszuckerwert von dem eines mit Kohlehydrat 
gefiitterten Hundes nicht abwich. Man miisste nach ihm bei der Glykogenfreiheit der 
Leber erwarten, dass auch der Zucker des Chylus fehlt. Er meinte deshalb, dass Chylus- 
zucker mit Leber in keiner Beziehung steht. Er sagte niimlich, ,, alles dies liess darauf 
schliessen, dass der Chylus nur darum zuckerhaltig sei, weil ihm ein reichlicher Anteil an 
Lymphe zukommt, deren Zucker weder yon der Resorption im Darmkanal noch yon der 
Ausscheidung in der Leber abhiingig ist.“ 

Ich untersuchte nun an 7 Tage gehungert habenden Kaninchen den 
Lymph- und Serumzucker. 

Meinen Kaninchen habe ich 1 Woche lang keine Nahrung ausser 
Wasser gegeben. Einige ertrugen diese Hungerzeit und die Operation 
nicht. Alle aber, die sie ertragen hatten, behielten mehr oder weniger 
normalen Zuckerwert des Bluts und der Lymphe bei oder hatten oft sogar 
einen héheren Wert. Aus Tabelle VI sieht man, dass sich bei einem 
Kaninchen, welches durch Hungern von 7 Tagen 0,3 kg Kérpergewichts- 
verlust erlitten hatte, der Ohrvenenblutzucker durch Fesseln und Opera- 
tion von 0,091% auf 0,116% gestiegen war und der Zuckergehalt der 
Thoracicuslymphe, des Jugularvenen- und Lebervenenserums, und der des 
Serums der linken Herzkammer resp. 0,200%, 0,167% 0,20794, und 


1) y. Mering, l.c. 
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0,172% betrug. Das Verhiiltnis des Zuckergehalts der Lymphe und des 
Serums zueinader ist dasselbe wie bei den oben angefiihrten Versuchen. 


Tabelle VI. 
Versuch 17, 12. VI. 1925. Kaninchen 1,8 kg, 6, ohne Narkose ; 
6.-12. VI. gehungert u. nur Wasser gegeben. 
(Vor dem Hungern 2,1 kg.) 





Zuckergehalt (2) 
; Serum d. 1. 








Zeit Ohrvenen- Jugularve- Thoracicus- | Lebervenen- Herzk 
erzkamn- 
blut | nenserum lymphe serum 
_ ol ’ merbluts 
| l 
10° am. | 0,091 | 
10530/-11»40/ Fesseln und Operation am Halsteil: indirekte Thoracicusfistel 
} angelegt. 
12h0/ | 0,210 
12° p.m. | 0,116 
12b5/ 0,176 
12630/ 0,167 | 0,200 
12b32/ Tod durch Nackenschlag. 0,207 0,172 


Uber den Glykogengehalt hungernder Tiere gibt es viele Arbeiten. Nach Alde- 
hoff,) Kulz und Ishimori® yermindert sich das Leberglykogen des Kaninchens nach 
4-6 tiigigem Hungern bis auf etwa 0,3-0,992, verschwindet aber nicht giinzlich. Beim 
Hunde verschwindet es nach Pfliiger® selbst durch 70 tiigiges Hungern nicht. Der 
Blutzuckerspiegel behiilt auch nach mehrtigigem Hungern seinen normalen Wert, wie 
schon Chauveau® nachgewiesen hat und wie das auch aus den Versuchen von Morita® 
und 8. Fujii? ersichtlich ist. Nach Fischler® ist der Blutzucker sogar als Hormon 
anzusehen, das in der Leber auch hungernder Tiere stets neu gebildet wird. Mein Experi- 
ment bestiitigt, dass sowohl Blut- als auch Lymphzucker eines 7 Tage hungernden Tieres im 
grossen und ganzen yon dem normalen Wert nicht abweicht. 


v. Mering” vermutet keine Beziehung zwischen dem Thoracicus- 
lymphzucker und der Leber, ich aber glaube im Gegenteil, dass zwischen 
beiden eine innige Bezichung besteht, dass niimlich gerade weil die Leber 
eines hungernden Tiers normalen Blutzucker in die Lebervene abgibt, 
Thoracicuslymphzucker einen yom normalen nicht abweichenden Wert 
zeigt. 


Durch folgende Experimente wird das Verhiiltnis noch deutlicher gemacht. 


1) Aldehoff, Zeitschr. f. Biol., 1889, 25, 137. 

2) Kiilz, Ludwigs Festschrift, Marburg 1891, 100. 

3) Ishimori, Biochem. Zeitschr., 1913, 48, 333. 

4) Pfluger, Pfliigers Archiy, 1907, 119, 117. 

5) Chauveau, zit. nach Bang ,, Der Blutzucker,“ Wiesbaden 1913, 6. 
6) Morita, Tohoku J. Exp. Med., 1922, 3, 226. 

7) Fujii, 8., Chugai Iji Shimpo, 1924, 1555 ( jap.) 

8) Fischler, Miinch. med. Woch., 1925, 645. 

9) vy. Mering, l.c. 
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4. Zuckergehalt der Thoracicuslymphe beim 
glykogenfreien Tiere. 

Selbst mehrtiigiges Hungern liisst das Leberglykogen nicht verschwinden. Es gibt 
aber Methoden, um die Leber glykogenfrei zu machen. K iilz) und Frentzel® geben 
an, dass die Leber eines Kaninchens, welches durch Strychnininjektion mehrere Stunden 
lang Kriimpfen anheimfillt, kein Glykogen mehr besitzt. 

Ich habe diese Methode bei meinem Kaninchen mit Thoracicusfistel 
angewandt. Nachdem stundenlang Kriimpfe angedauert hatten, starben sie 
endlich. Der Thoracicuslymph- und Serumzucker wurden mehrmals 
wihrend der Krampfanfille bestimmt, und sofort nach spontanem Tode 
wurde ein Stiick Leber zur Bestimmung des Glykogengehalts in heisse 
Kalilaugelésung gelegt und gleichzeitig das Blut aus der Lebervene und 
der Pfortader punktiert. Glykogen ist, nach Pfliigerscher*® Methode 
bestimmt, wirklich total verschwunden. Der Zuckergehalt steigt durch 
die Kriimpfe (Tab. VII) und sinkt beim Tode ein wenig, (Tab. VIII), 
doch ist das Verhiltnis des Zuckergehalts ungefiihr so wie bei den bisher 


untersuchten Kaninchen. 


Tabelle VII. 


Versuch 20. 30. VI. 1925. Kaninchen 1,2 kg, 2°, ohne Narkose ; 
29.-30. VI. gefastet. 





Zuckergehalt (2) 




















Zeit | Ohrvenen- | Jugularve-|Thoracicus-| Leberve- | Portal- — . 
blut nenserum | lymphe | nenserum | serum a on 
? | merbluts 
| 
9530’ am. | 0,092 | | 
10%0/-1151 | Ope ration am Halsteil : indirekte Thoracicusfistel angelegt. 
11»20/ 0,170 {| 0,267 | 
11522’ 0,256 
1150’ 0,263 | 
1520’ p.m. | 0,0004 g Strychninnitrat subkutan i injiziert. 
2b5/ Durch Klopfen auf den Riicken leichte tonische i. 2 auf- 
| getreten. 
2>10/ | 0,274 | 0,285 
2b22/-2530/ | Tonische Krimpfe, Nackenstarre, Opistotonus, Dy spnoe. 
2h30/ | 0,308 | 
2h40/ | | 0,316 | | | 
3b0/ Keine Kriimpfe mehr. Geschwiicht. 
3h40/ | 0,249 l 
3h45/ | 0,268 | | 
BBY 0,0002 g Strychninnitrat subkutan i injiziert. 
4015 | 0,252 | 
4b18/ Spontaner Tod. | 0,263 | 0,156 0, uae 


| Glykogengehalt der Leber nach Pf] iigerscher Methode : 


1) Kiilz, Pfliigers Archiv, 1881, 24, 45. 
2) Frentzel, Pfliigers Archiv, 1894, 56, 273. 
3) Pfliiger, Pfliigers Archiy, 1909, 129, 362. 
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Tabelle VIII. 
Versuch 21. 3. VII. 1925. Kaninchen 2,0 kg, 2, ohne Narkose ; 
2.-3. VII. gefastet. 
Zuckergehalt (2) 
Zeit Ohrvenen- | Jugularve- Thoraci ‘icus-| Leberve- | Portal- phan 
blut nenserum | lymphe | nenserum| serum | ey 
| merbluts 
} | } 
| | 
102’ a.m. 0,084 
10630/-11>15/ Ope ration am Halsteil: indirekte Thoracicusfistel angelegt. 
12520/ p.m. 0,291 
1Zhoy 0,172 | 
Qh] iy 0,273 
2h20/ 0,162 
2530 0, "0007 g Strychninnitrat subkutan injiziert. | 


3510/-20/ 
Sofort nach dem 


He ftige tonische Kriimpfe, Opistotonus, Dyspnoe und Tod. 
| 


Tod 0,183 0,216 0,220 | 0,132 | 0,192 


Glykogengehalt der Leber nach Pfliigerscher Methode : 


Das Glykogen gilt seit der Entdeckung von Cl. Bernard als die wichtigste Quelle 
les Blutzuckers. Wenn dies der Fall wiire, ist es etwas unverstiindlich, warum ein so 
lange fastendes Tier doch den normalen Blutzuckerspiegel behilt oder bei einem glyko- 
In neuerer Zeit hat es aber seinen 
Nach Laufberger’s! 


genfreien Tier der Blutzucker nicht verschwindet. 
Wert als Reservestoff des Blutzuckers mehr und mehr eingebiisst. 
Berechnung reicht das Glykogen im ganzen Ké6rper nur fiir einige Stunden aus, um den 
Blutzuckerspiegel auf normaler Héhe zu erhalten. Seiner Meinung nach ist Glykogen 
nur ein Betriebsstoff und kein Reservestoff, der vielmehr im Fett zu suchen ist. 

Meine Experimente zeigen, dass die Leber, selbst in vollkommen 
glykogenfreiem Zustand, normalen Zucker ins Blut abgeben kann. Jeden- 
falls ist der Zuckergehalt der Thoracicuslymphe dem des Lebervenenserums 


sehr nahestehend. 


Was aus allen obigen Experimenten erhellt, ist die Tatsache, dass der 
Zuckergehalt der Thoracicuslymphe héher ist als der des Serums der peri- 
pheren Venen oder sogar der Arterien. Er ist aber im Vergleich mit dem 
des Lebervenenserums ein wenig niedriger und behiilt einen diesem sehr 
nahen Wert bei. Ganz gleich, ob das Tier sich im ruhenden oder hyper- 
glykiimischen—der alimentiire ausgenommen—oder langem Hungerzu- 
stand oder auch im total glykogenfreien Zustand befindet, diese Ordnung 
veriindert sich nicht. Dabei ist darauf zu achten, dass die Schwankung 
des Blutzuckers sofort Veriinderung des Thoracicuslymphzuckers mit sich 
bringt, so dass der Zuckergehalt beider stets Hand in Hand geht. 


1) Laufberger, Klin. Woch., 1924, 264 u. 1925, 151. 
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Zur leichteren Ubersicht der Beziehungen des Thoracicuslymph- und Serumzuckers 


will ich die einzelnen Experimente in einer Tabelle zusammenstellen und den Mittelwert 


der Verhiiltnisse feststellen (Tabelle TX). 


‘Tabelle 


IX. 





| 
| 
Versuchtiere | 
| 





‘ 7 I 
Vers. 14, Kan. 4, | 


1,05 kg, ruhend. | 0,22 
(Tab. IT) 


Vers. 10. Kan. 2, 
2,1 kg, ruhend. 
(Tab. III) 


0,219 


| 
| 
| 
| 
| 
| 


1,8 kg, Rippen- 
resektion. 


(Tab. IV) 


Vers. 6. Kan. 3, | 
| 0,430 


Vers. 7. Kan. ?, 
2,0 kg., Rippen- 
resektion. 


0,452 


Vers. 16. Kan. °, 
2,2 kg, 
hochtragend. 


(Tab. V) 


0,340 


Vers. 17. Kan. 4, 

1,8 kg, 7 Tage 
gehungert. 
(Tab. VI.) 


0,200 


Vers. 19. Kan. 2, 
1,6 kg, 7 Tage 
gehungert. 


0,327 


Vers. 20. Kan. 9, 
1,07 kg, 
Strychnin inj. 


(Tab. VIT.) 


one 


0,252 


Vers. 21. Kan. 9°, 
tie 
Strychnin inj. 


(Tab. VIII) 


0,216 





Durchschnitt 


Thoracicus- 
lymphe 


2% _Verb.|_ 


1,00 


1,00 


1,00 


1,00 


1,00 


1,00 


1,00 | 


1,00 


1,00 


1,00 | 


Zuckergehalt (22) u. Verhiiltnis 


Lebervenen- | 1. Herzkam- 


Jugularve- 





serum merserum nenserum 
eo Verh. % Verh.| % Verh. | = 
0,232 1,04 ee 0,152 0,68 
| 
0,228 1,04 ii 0,169 0,77 
0,435 1,01 _— 0,401 0,93 
0,472 1,05 — 0,413 0,91 
0,362 1,06 _ 0,303 0,89 
| 
0,207 1,04 | 0,172 0,86 | 0,167 0,83 
— 
0,345 1,05 | 0,300 0,92 | 0,292 0,89 
| 
0,263 1,04 | 0,204 0,82 an 
‘ — 
0,220 1,02 | 0,192 0,89 | 0,183 0,85 
1,04 | 0,87 | 0,84 
} 


0,187 


Portalserum 


fo _ Verh 


0,83 


0,156 0,71 


0,302 0,89 


0,262 


0,80 


0,156 (0,62?) 


0,132 


(0,61?) 
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Wenn der Zuckergehalt der Thoracicuslymphe als 1 angenommen 
wird, so ist der des Lebervenenserums 1,04, der des linken Herzkammer- 
serums 0,87, der des Jugularvenenserums 0,84 und der des Portalserums 
0,81. Bei den einzelnen Versuchsweisen ist zwar das Zuckerwertsverhiilt- 
nis des arteriellen Serums, des Jugular- und des Portalserums zu diesen 
Mittelwerten ziemlich veriinderlich, aber das des Lebervenenserums weicht 
von diesem Durchschnittswert 1,04 nur sehr wenig ab. Also, der Thoraci- 
cuslymphzucker, multipliziert mit 1,04, -repriisentiert gewissermassen den 
ungefiihren Zuckerwert des Lebervenenserums. 


II. Vergleichende Untersuchung der Thoracicus- und 
Halslymphe inbezug auf ihren Zuckergehalt. 


Im vorigen Kapitel habe ich auseinandergesetzt, dass die Thoracicus- 
lymphe stets einen héheren Zuckergehalt hat als das Serum der Jugular- 
venen oder der Arterien, aber im Vergleich mit dem Lebervenenserum 
einen nur wenig niedrigeren Wert. 

Wie stehen nun der Zuckergehalt der Lymphe der peripheren Lymph- 
gefiisse und der des Blutserums sowie der Thoracicuslymphe zueinander? 

Weil es schwer ist, die zu verschiedenen Untersuchungen ndtige 
Lymphmenge der peripheren Gebiete zu bekommen, ist bis heute das Studium 
der Lymphe iiberhaupt fast ausschliesslich auf die Thoracicuslymphe be- 
schriinkt, und die Extremitiiten- oder Halslymphe ist nur dusserst selten 
zum Gegenstand der Untersuchung gemacht worden. In Bezug auf den 
Zuckergehalt gilt das gleiche. Soviel ich weiss, gibt es hieriiber nur zwei 
Arbeiten: die von Poiseuille und Lefort” und die von v. Mering.’ 
Letzterer sagt, dass der Thoracicus- und Halslymphzucker dem Carotis- 
serumzucker gleich ist; er hat aber bei der Bestimmung des Halslymph- 
zuckers die Thoracicuslymphe nicht untersucht, und umgekehrt. Uber- 
dies hat er, wie schon erwihnt, sehr viel Lymphe zur Bestimmung verwandt. 
Also nur bei den Versuchen von Poiseuille und Lefort ist an einem 
und demselben Tiere die Thoracicus- und Halslymphe gleichzeitig unter- 
sucht worden. Nach ihrem Ergebnis ist der Chylus- und besonders der 
Halslymphzucker bedeutend héher als der arterielle Blutzucker. In ihrer 
Tabelle steht: die Glukose des arteriellen Bluts, des Chylus und der Hals- 
lymphe betriigt bei einem Hund Spur, 0,109 %, 0,166 %, bei einem Pferd 
0,069 %, 0,222 2%, 0,442 %, bei einer Kuh 0,055 24, 0,068 94, 0,098 94, bei 


1) Poiseuille u. Lefort, C. R. de Acad. des Sciences, 1858, 46, 677. 
2) v. Mefing, Arch. f. Anat. u. Phys., 1877, Phys. Abt. 44, 379. 
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einer anderen Kuh 0,0137%, 0,1862% 0,186 und bei einem Ochsen 
0,073 %, 0,126 % und 0,266%. Nach Gerhartz” aber kann man sich 
auf diese Angaben nicht verlassen. 

Durch die Mikromethode von Bang kénnen sehr kleine Mengen von 
Material zur Zuckerbestimmung verwandt werden, so dass es méglich ist, 
an einem und demselben Versuchstiere vershiedene Materialien zugleich 
und wiederholt zu untersuchen. Deshalb will ich den Zuckergehalt der 
Thoracicus- und Halslymphe gleichzeitig mit dem des Carotis- und Jugular- 
serums vergleichen. 


Methodisches. 


Fiir unsre Zwecke sind Kaninchen keine geeigneten Versuchstiere. Dafiir babe ich 
grosse, ausgewachsene Hunde ausgewiihlt. Nach 2-3 tigigem Hungern fesselt man den 
Hund in Riickenlage und priipariert ohne Narkose den Ductus thoracicus und die Hals- 
lymphgefiisse ab. Die zwei Halslymphgefiisse verlaufen parallel und hinter der iiusseren 
Jugularvene und miinden, zusammen mit dem Ductus thoracicus, in die Vereinigungsstelle 
der Jugular- und Subclavicularvene. Die Miindungsstelle der Lymphgefiisse ist ampul- 
lenartig erwéitert. Man unterbindet eines der Halslymphgefiisse vor seiner Miindung und 
bindet eine Glaskaniile yon etwa 1 mm Durchmesser ein. Ebenso stellt man die direkte 
Thoracicusfistel in der schon erwiihnten Weise her. 

Die Halslymphe ist ganz klar, mit etwas gelblicher Nuance und erinnert in ihrem 
Aussehen etwa an die Odemfliissigkeit, wihrend die Thoracicuslymphe selbst nach strengem 
Hungern von 1 Woche nicht ganz klar, sondern ein wenig weisslich getriibt ist und opal 
schimmert. Die Menge der Halslymphe schwankt in meinen Versuchen bei spontanem 
Abfluss aus der Kaniile von etwa 1 Tropfen in 3 Minuten bis zu 3 Tropfen in 1 Minute, 
wihrend aus der Thoracicusfistel in einer Stunde 30 bis 40 cem, also in 1 Minute 0,5 bis 
0,7 ecem Lymphe abfliesst. Durch sanften Druck auf den Halsteil wird der Abfluss der 
Halslymphe erheblich erleichtert. Man priipariert im iibrigen die V. jugul. ext. dext. und 
die A. carotis comm. dext. ab und fiihrt die Punktion aus. Sonst wurde alles wie bei 
den bisherigen Untersuchungen ausgefiihrt. 


Experimente. 


Man sehe Tabelle X und die beigegebene Figur. Hier wurde das 
Serum der A. carotis und der V. jugularis, und die Lymphe des Ductus 
thoracicus und des Halslymphgefiisses miteinander verglichen. 


Oben habe ich einige Arbeiten beziiglich des Zuckergehalts der Lebervenen erwiihnt. 
Jetzt werde ich etwas iiber den Unterschied des arteriellen und des venésen Blutzuckers 
sprechen. Zuerst hat Chauveau® beim Pferde nachgewiesen, dass das arterielle Blut 
hdheren Zuckergehalt hat als das venése. Cl. Bernard,® Lépine und Boulud,” 


1) Gerhartz,Oppenheimers Handbuch der Biochemie d. Menschen u. d. Tiere, 
Jena 1909, 3. Bd. 2. Teil, 121. 

2) Chauveau, zit. nach Bang ,, Der Blutzucker.“ Wiesbaden 1913, 6. 

3) Cl. Bernard, Lecons sur Je diabéte, Paris 1877 215. 

4) Lépine u. Boulud, Journ. de phys. et de path. générale, 1909, Il, 557. 
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Chauveau und Kaufmann? bestiitigten dies, wiihrend Pay y®) keinen Unterschied 
zwischen dem Zuckergehalt des Fingerkapillaren- u. des Brachialyenenbluts finden konnte. 
Im Jahre 1921 haben Henriques und Ege* den arteriellen und yenésen Blutzucker der 
Hunde durch Bang’s Mikromethode bestimmt und fanden einen Unterschied yon 4 mg 
zwischen beiden, wiihrend F oster* 1923 wieder keinen wesentlichen Unterschied zwischen 
dem Finger- u. Venenblutzucker durch Folins u. Wu’s Methode hat finden kénnen. 
Nach den Untersuchungen von Cori u. a.» ist die Differenz des Blutzuckers der Femoral- 
arterie und der Femoralyene beim Kaninchen durchschnittlich 8 mg pro 100 cem Blut 
Also, nach den meisten Autoren ist der Zuckergehalt des arteriellen Bluts ein wenig héher 
als der des venésen Bluts. 

Beim Versuch in Tabelle X, der an einem 3 Tage lang hungernden 
Hunde ausgefiihrt wurde, betriigt der Carotisserumzucker 0,116 24, 0,113 2, 
und 0,111%, wiihrend der Jugularserumzucker 0,112%, 0,108 und 
0,1052%4 ist. Niimlich, die Differenz beider ist 4, 5 und 6 mg. Beim 
Versuch in Tabelle I betrug diese Differenz 2,5, und 2 mg (s. jene Tabelle). 
Bei einem anderen Versuche, den ich mit Kozuka® zum Studium der 
Wirkung des Pankreashormons anstellte und hier nicht angebe, war vor 
der Injektion des Hormons der Carotisserumzucker 0,121 2% 0,126 9% und 
0,119%4 und der Jugularserumzucker 0,115% 0,118 und 0,1122). 
Die Differenz betrug also 8,8 und 7 mg. Aus diesen 3 Versuchen ergibt 
sich als Mittelwert der Differenz zwischen dem Zuckergehalt des Carotis- 
und Jugularserums rund 5 mg pro 100 ccm. Dieses Resultat steht dem- 
jenigen von Henriques und Ege sehr nahe. 

Der Thoracicuslymphzucker ist, wie schon austiihrlich gezeigt wurde, 
auch in diesem Versuche héher als der Carotis- sowie Jugularserumzucker. 
Er betriigt 0,125%% 0,1279 und 0,125. 

Was die Halslymphe betrifft, so sieht man, dass ihr Zuckergehalt 
niedriger als der der Thoracicuslymphe, aber hoéher als der des Jugular- 
serums ist und ganz gut mit dem des Carotisserums iibereinstimmt. Er 
betriigt niimlich 0,117 2, 0,1162%4 und 0,11394, wenn der Carotisserum- 
zucker 0,116 2, 0,11394 und 0,111% ist. Die Differenzen liegen inner- 
halb der Versuchsfehlergrenze. Man kénnte sagen, dass der Zuckergehalt 
des Carotisserums und der Halslymphe in normalem, ruhendem Zustand 


derselbe ist. 


) Chauveauu. Kaufmann, C. R. de I’Acad. des Sciences, 1887, 104, 1126 u. 105, 


_ 


296. 
2) Pavy, zit. in Pfluger ,, Das Glykogen,“ Bonn 1905, 409. 
3) Henriques u. Ege, Bioch. Zeitschr., 1921, 119, 121. 
4) Foster, Journ. of Biol. Chem., 1923, 55, 291 u. 303. 
5) Cori u. a. Journ. of Pharm. & Exp. Therap., 1924, 22, 355. 
6) S. Katsura u. K. Kozuka, Tohoku J. Exp. Med., im Erscheinen. 
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Nachher werde ich austiihrlich berichten, wie sich der Thoracicus- 
lymphzucker bei Zufuhr von Traubenzuckerlésung in den Darmtraktus ver- 
halt. Hier sei zuniichst die Veriinderung des Halslymphzuckers bei 
Giukosezufuhr in Betracht gezogen. In dem geschilderten Versuche habe 
ich 500 cem 10%iger roher Traubenzuckerlésung durch eine Schlund- 


Tabelle X. 


Versuch 23. 15. VII. 1925. Hund 19,3 kg, 4, ohne Narkose ; 
11.-13. VII. gefastet. 





Lymphmenge (ccm) Zuckergehalt (2 


Zeit Thoraci- Hals- | Ohrve- | Thoraci-| Hals- | Carotis- | Jugular- 
cuslymphe| lymphe | nenblut jcuslymphe| lymphe | serum | serum 





9530/ a.m. | 0,080 
11>-1220/ Fesseln u. Operation am Halsteil : direkte Fistel des Ductus thora- 
cicus u. des Halslymphgefiisses. Thoracicuslymphe etwas weiss- 
lich u. opak, Halslymphe gelblich u. ganz klar. 
125257 p.m. | 0,131 
1»12/ 0,117 
1/16/ | 0,125 
1>20/ | 0,116 | 0,112 
125]5/-1515/ 21 (1 gt. in 3/)* 
1>55/ | 0,116 
2h2/ | 0,127 | 
2610’ 0,113 | 0,108 
1h] 5/-2h25/ 23 (1 gt. in 2,5/) 
245/ | 0,125 0,113 
250/ | | 0,105 
2b5Y 0,111 | 
BLY 0,091 
2157-315 20 | | | 
3h15/—4h0/ —m 6 
46/-4hg/ 50 g roher Traubenzucker (2,59 g pro kg) in 500 ccm Wasser 
durch eine Schlundsonde eingefuhrt. 
4620 (3 gtt. in 1’ 0,131 
4b21/ 0,128 
422/ 0,129 0,123 
4h0/—-4b30/ 15 = |(3 gtt. in 1’ 
(klar) 
450 0,144 0,142 
405 | | 0,140 
57 | | 0,163 : 
5>13/ | 0,140 | 0,138 
BP 16 0,160 | 0,141 | 
4©30/-5>30/ 13 |(2 gtt. in 1’) 
61 0,144 | 
616/ | 0,145 | 0,140 
6h20/ 0,154 | 
5®30/-630/ 20 = (2 gtt. in 1’ 
7Th5/ | 0,139 | 
| 
| 


76 0,146 
7bQ/ | 0,137 
 , om! | | 0,135 
6530/-7h3 24 = |(2gtt. in 1’) | 
* Am Ende des angegebenen Zeitraums wurde die Tropfenzahl der Halslymphe 
bei spontanem Abfluss geziihlt. 
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Figur 1. 


Ordinate: Zuckergehalt in 22, Abszisse: Zeit in Stunden. 
Das erste schwarze Zeichen auf der Abszisse zeigt Halsoperation, das zweite 
die Zufuhr der Glukoselésung. 


sonde in den Magen eingefiihrt und dann den Lymph- und Blutserum- 
zucker bestimmt. Der Zucker der Thoracicus- und Halslymphe, des 
Carotis- und Jugularserums betrug nach 15’ 0,131 %, 0,129 9%, 0,128 9 
und 0,123%%, nach 40’ 0,163%, 0,144%, 0,142% und 0,140%, nach 1 
Stunde 0,160 % , 0,141 24, 0,140% und 0,138 % und nach 2 Stunden 0,154 76 
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0,145 94, 0,144% und 0,1402%. Also, wenn der Carotisserumzucker zu- 
nimmt, nimmt auch gleichzeitig und genau in gleichem Masse der Hals- 
lymphzucker zu. Man sieht ferner, dass der Thoracicuslymphzucker erst 
40’ nach der Zuckerzufuhr steigt, wiihrend der Halslymph- und der 
Carotisserumzucker schon nach 15’ merklich zunimmt. Auf dieses zeitliche 
Verhiltnis werde ich nochmal zuriickkommen. Jedenfalls sei bemerkt, 
dass der Halslymph- und der Carotisserumzucker nicht nur in normalem 
Zustand, sondern auch bei Zunahme des Zuckergehalts durch Zufuhr von 
Zuckerlésung immer gut iibereinstimmt. 

In Tabelle XI ist ein tihnlicher Versuch angegeben. Hier wurde 
aber das Serum der Jugularvene nicht untersucht. Der Zuckergehalt der 
Halslymphe und des Carotisserums ist resp. 0,12494 u. 0,122 90, 0,124% 
u. 0,123%, 0,129% u. 0,126%, 0,133%, u. 0,136 und 0,125% u. 
0,126 %, also stets gut iibereinstimmend. v. Merings” Ergebnis ist inso- 
weit von meinem verschieden, als er nicht nur den Halslymphzucker, 
sondern auch den Thoracicuslymphzucker als dem Carotisserumzucker 


gleich angegeben hat. 


Tabelle XI. 
Versuch 25. 23. VII. 1925. Hund 16,5 kg, 5, ohne Narkose 
22.-23. VII. gefastet. 





Zuckergehalt (22 











Zeit | Thoracicus- | 
| Ohrvenenblut | Halslymphe | Carotisserum 
lymphe 
iste i aS ht Lae 
84/ am. | 0,090 
920/-11517/ Fesseln u. Operation am Halsteil: direkte Fistel des Ductus 
thoracicus und des Halslymphgefiisses. Thoracicusl ymphe 
etwas weisslich, opak, Halslymphe gelbich u. ganz klar. 
11520’ 0,102 | | 0,12 | 
11>22/ 0,145 
11»23 0,122 
11 p.m. 0,141 | 0,124 | 0,123 
2h20/ 0,149 | 0,129 | 
2025/ | 0,126 
3b25/ 0,151 0,133 
3b39/ 0,136 
4616/ 0,139 
4h22/ | 0,125 0,126 


Aus obigem Resultat ist leicht zu verstehen, dass der Ubertitt des 
Zuckers vom Carotisblut in die Halslymphe vollkommen durch die phy- 
sikalischen Vorgiinge der Diffusion und Osmose bedingt ist. 


1) v. Mering, lc. 
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Ich werde hier nochmals die Beziehungen des Thoracicuslymph- und 
Lebervenenserumzuckers in Betracht ziehen. 

Uber die Bestandteile der Thoracicuslymphe gibt es Beobachtungen von Starling. 
Die Menge der Thoracicuslymphe vermindert sich um ein Drittel, wenn man die 
Lymphwege oberhalb der Leber unterbindet, und die Lymphe fliesst nicht mehr ab, wenn 
man den Lymphgang oberhalb der Abdominaleingeweide schliesst. Nach ihm ist also die 
Thoracicuslymphe hauptsiichlich Eingeweide-, besonders Darmlymphe. 

Wenn wir vom Verhiiltnis des Halslymph- und Carotisserumzuckers 
aus schliessen diirfen, so liesse sich sagen, dass der Zucker der Thoracicus- 
lymphe, der dem Lebervenenserumzucker sehr nahe steht, aus dem Blut 
der Leberkapillaren durch physikalische V orgiinge iibergegangen ist. Wenn 
der Zuckergehalt der Leberkapillaren mit dem der Lebervenen ganz gleich 
wiire, so miisste die Leberlymphe den weitaus gréssten Teil der Thoracicus- 


lymphe ausmachen. 


Hieraus ersicht man wohl, dass es nicht richtig ist, bei der verglei- 
chenden Untersuchung des Bluts und der Lymphe das periphere Blut mit 
der Thoracicuslymphe zu vergleichen. Heidenhain® begriindete seine 
Sekretionstheorie der Lymphbildung mit der Beobachtung, dass bei intra- 
venéser Injektion von hypertonischer Zuckerlésung der Zucker in der 
Weise aus dem Blut in die Lymphe iibergeht, dass die Zuckerkonzentra- 
tion der Lymphe nach der Injektion konstant héher bleibt als die des 
Blutserums. Bei seinen Versuchen scheint er die Thoracicuslymphe mit 
dem peripheren Blut verglichen zu haben. Cohnstein” priifte die Er- 
gebnisse von Heidenhain nach und zeigte, dass nach intravendser Glu- 
koseinfusion der Lymphzucker zwar hoher steigt als der Blutzucker, dass 
aber das Maximum der Zuckerkonzentration sowohl der Lymphe als auch 
des Bluts auf gleicher Hohe steht. Er hat auch die Thoracicuslymphe 
mit dem Femoralarterienblut verglichen. Es ist bemerkenswert, dass diese 
beiden Autoren iiber den Anfangswert des Lymph- und Blutzuckers nichts 
sagen. Sie scheinen a priori angenommen zu haben, dass der Zuckerwert 
der Thoracicuslymphe und des Bluts iiberhaupt gleich sein muss. Diese 
Annahme und die Anordnung ihrer Versuche ist aber nach meiner Ansicht 
nicht richtig. Dadurch nimlich, dass sie die Thoracicuslymphe an die 


Seite des Carotis- oder Femoralarterienbluts stellten, haben sie sozusagen 


die Leberlymphe mit dem peripheren Blut verglichen. Das zu verglei- 


1) Starling, Oppenheimers Handbuch der Biochemie d. Menschen u. d. Tiere. 
Jena 1907, 3. Bd. 2. Teil, 209, 

2) Heidenhain, Pfligers Arch., 1891, 49, 270. 

3) Cohnstein, Pfliigers Arch., 1896, 62, 58. 
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chende Blut und die Lymphe muss man vielmehr dem entsprechenden Gebiet 
entnehmen, z. B. muss man das Blut der A. carotis mit der Halslymphe 
oder das Fermoralarterienblut mit der Extremitiitenlymphe vergleichen. 
Und die Thoracicuslymphe darf nicht mit dem peripheren Blut, sondern 
muss mit dem Lebervenenblutserum verglichen werden, wenigstens wenn 
man den Zuckergehalt untersuchen will. 

Es ist sehr wiinschenswert, dass man bei der vergleichenden Unter- 
suchung von Blut und Lymphe oder beim Studium der Lymphe iiberhaupt 
die hier angegebenen Gesichtspunkte gut beriicksichtigt. Dadurch wird 
hoffentlich eine neue Richtung auf dem Gebiet des Studiums der Lymphe 
eingeschlagen werden. 


III. Resorptionswege des Kohlehydrats aus dem Darmkanal. 


Niemand zweifelt heute mehr an der von v. Mering” entdeckten 
‘Tatsache, dass die Resorption des Kohlehydrats aus dem Darmkanal gross 
tenteils durch die Blutbahn, niimlich durch das Pfortadersystem, erfolgt. 
Ob aber ein Bruchteil des Kohlehydrats auch durch die Lymphgefiisse 
resorbiert wird, dariiber sind sich die Autoren noch nicht einig. v. Me- 
ring glaubt, dass die Chylusgefiisse an der Resorption des Kohlehydrats 
nicht teilnehmen, da der Zuckergehalt des Chylus eines mit ‘Traubenzucker 
und Stiirke gefiitterten Hundes, von 1} bis 4 Studen nach Verabreichung 


gepriift, von dem eines hungernden oder nur mit Fleisch gefiitterten Hundes 


nicht abweicht, und da ferner bei Kohlehydratfiitterung der Zuckergehalt 
des Chylus und des Carotisserums auf gleicher Hohe steht. 

Ginsberg” steht diesem Gedanken ablehnend gegeniiber. Er fiihrte 
wiisserige Traubenzuckerlésung in den Darmtraktus der Kaninchen und 
Hunde ein und fand, dass sich der Chyluszucker 1 Stunde nach Einfih- 
rung beim Kaninchen von 0,237 % bis 0,4926, beim Hunde von 0,21 % 
bis 0,43 % steigert, wiihrend der Carotisblutzucker beim Kaninchen von 
0,17 % bis 0,312, beim Hunde von 0,08 % bis 0,21 % zunimmt. Er folger- 
te daraus, dass das Kohlehydrat zweifellos teilweise durch Chylusgetiisse 
resorbiert wird. 

F ujii® hat verschiedene Zuckerarten durch die Magenfistel des Hundes 
eingefiihrt und den Zuckergehalt des Chylus mit dem des Ohrvenenbluts 
verglichen. Nach seinem Ergebnis iibertrifft ersterer bei Zuckerzufuhr 

1) y. Mering, Arch. f. Anat. u. Phys., 1877, Phys. Abt. 44, 379. 


2) Ginsberg, Pfliigers Arch., 1889, 44, 306. 
3) Fujii, Tohoku J. Exp. Med., 1922, 3, 120. 











402 S. Katsura 


letzteren bedeutend. Er ist somit zu derselben Anschauung wie Ginsberg 
gekommen. 

Kiirzlich hat Gigon” die Ductusfistel bei einer Ziege ausgefiihrt und 
den Zuckergehalt der Fliissigkeit mit dem Blutzucker verglichen. Er fand, 
dass der Chyluszucker von der Nahrung beeinflusst wird, und er nahm des- 
halb an, dass ein Teil des Zuckers durch den Ductus thoracicus resorbiert 
wird. Aus welchem Gefiiss er das Blut nahm, kann man aus seiner Be- 
schreibung nicht erkennen, und er hat das Blut und den Chylus nicht 
gleichzeitig untersucht. 

Der Grund zur Annahme, dass das Chylusgetiiss als Abfuhrweg des 
Kohlehydrats vom Darmtraktus zu betrachten ist, liegt in der enormen 
Zuckersteigerung des Chylus bei Zufuhr yon Kohlehydrat, so dass der 
Thoracicuslymphzucker bei weitm héher wird als der Carotis- oder Ohrve- 
nenblutzucker. Dieser Begriindung liegen aber einige falsche Gesichtspunkte 
zugrunde. Niimlich, 1. das Blut der A. carotis oder VY. auricularis zu 
entnehmen, 2. Vollblut zu untersuchen und 3. den gesteigerten Chylus- 
zucker sofort als resorbierten Anteil zu betrachten. Ad 1. Im zweiten 
Kapitel habe ich schon gezeigt, dass bei der vergleichenden Untersuchung 
von Lymphe und Blut die Proben dem entsprechenden Gebiete entnommen 
werden miissen, und dass es nicht rationell ist, die Thoracicuslymphe dem 
peripheren Blut gleichzustellen. Dieser Rat muss um so mehr stiirker bei 
Betrachtung der Resorption aus dem Darmkanal beriicksichtigt werden. 
Denn die Blutgefiisse des Darmtraktus vereinigen sich, die der untersten 
Partie ausgenommen, simtlich in der Pfortader, und der vom Darm in 
dieses Gefiiss resorbierte Zucker wird teils in der Leber als Gly kogen fixiert, 
teils entgeht er ihr und wird wihrend des Kreislaufs an verschiedenen Orten 
des Korpers verbraucht. Nach dem Zuckergehalt des Carotis- oder 
Ohrvenenbluts kann man daher nicht beurteilen, in welchem Masse der 
Zucker vom Darmkanal resorbiert wird. Ad 2. Obwohl die Verteilung 
des Blutzuckers auf Plasma und Kérperchen noch Gegenstand eifrigen 
Studiums ist,” so scheinen doch die meisten Autoren darin iibereinzustim- 
men, dass die Blutkérperchen der Kaninchen fiir Zucker impermeabel 
sind und bei Hunden auch der Blutzucker grésstenteils im Blutplasma 
verteilt ist. Ad 3. Dass der Zuckergehalt der Thoracicuslymphe unab- 
hiingig von der Kohlehydratresorption erheblich zunehmen kann, gelit 


deutlich aus dem hervor, was ich vorher eingehend erértert habe. 


1) Gigon, Zeitschr. f. klin. Med., 1924, 101, 17. 
2) Diesbeziigl. Literatur s. Hiégler u. Uberrack, Biochem. Zeitschr., 1924, 150, 18. 
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Aus diesen Erwiigungen heraus lisst die Zunahme des Zuckergehalts 
der Thoracicuslymphe im Vergleich mit der des Carotis- oder Ohrvenen- 
blutzucker nicht ohne weiteres darauf schliessen, dass das Kohlehydrat 
vom Darmkanal durch die Chylusgefiisse resorbiert wird. Um sicher zu 
stellen, ob sie wirklich an der Resorption direkt teilnehmen oder nicht, 
hat man vielmehr den Thoracicuslymphzucker gleichzeitig mit dem Pfort- 
ader- oder Lebervenenserumzucker zu untersuchen und das gegenseitige 
Verhiltnis des Zuckergehalts mit dem in der Ruhe oder mit dem bei der 
durch andere Ursachen hervorgerufenen Hyperglykiimie vergleichend zu 
betrachten. 

Im Anschluss an meine Versuche im Hungerzustand will ich nun in 
der erwiihnten Weise die Resorptionsbahn des Kohlehydrats aus dem Darm- 
traktus untersuchen. 


Methodisches und Experimente. 


Gerade wie im 1. Kapite] wurden normale, ausgewachsene Kaninchen und Hunde zum 
Versuch ausgewihlt, und nach 2-3 tiigigem Hungern wurde die Operation ausgefiihrt. Bei 
der Beobachtung der Resorption muss man nach meiner friiheren Arbeit auch den Duc- 
tus lymphaticus dexter beriicksichtigen. Da es sich hier aber nicht darum handelt, etwa 
den resorbierten Anteil des Zuckers in der Lymphe quantitatiy zu bestimmen, sondern nur 
darum, ob der Zucker durch das Lymphgefiiss resorbiert wird oder nicht, so habe ich bei 
den Experimenten die Untersuchung des Lymphzuckers auf den Ductus thoracicus be- 
schriinkt. Beim Hundes hat man nach der Operation des Halsteils einen Schnitt yom Proc. 
xyphoideus bis zum Nabel angelegt, nach Aufmachen der Bauchwand den Darm heraus- 
gezogen und nach Blosslegen der Pfortader eine Fadenschlinge um sie gelegt. Der Schnitt 
wird darauf nach sorgfiiltigem Zuriicklegen des Darms mit Péan’s Klemmen verschlossen. 
Zu passender Zeit zieht man die Schlinge heraus und punktiert das Blut aus der Pfortader. 
Das Aufmachen der Bauchhoéhle ruft nach Bang® betriichtliche Hyperglykiimie hervor, 
z. B. Steigerung des Blutzuckers von 0,109 bis 0,199. Man hiitte nach Fujii am 
besten vorher die hinteren Wurzeln der Spinalnerven einzuschneiden. Bei meinen 
hungernden Hunden war aber der Grad der Hyperglykiimie nicht so hoch, als dass 
dadurch der Erfolg der Kohlehydratzufuhr getriibt wird, und ferner kehrt der gesteigerte 
Blutzucker schon nach einiger Zeit zur Norm zuriick. 


Hier gebe ich einen meiner Kontrollversuche an. Der Zuckergehalt 
des Ohrvenenbluts steigt durch Operation am Halsteil von 0,069 % bis 
0,076 2%, ja bis 0,095 % durch Aufmachen der Bauchwand. Durch letzteres 
Verfahren nimmt der Thoracicuslymphzucker von 0,108 %% bis 0,150% 
zu. Nach 2-3 Stunden findet man wieder den friiheren Wert. 


1) §S. Katsura, Tohoku J. exp. Med., 1924, 5, 294. 
2) Bang, Der Blutzucker, Wiesbaden 1913, 110. 
3) Fujii, Tohoku J. Exp. Med., 1922, 3, 74. 
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Tabelle XII. 


Versuch 3. 20. I. 1925. Hund 13,5 kg. 9, ohne Narkose; 19.-20. I. gefastet. 





Zuckergehalt (2) 





Thoracicus- 


1 Portalserum 
ymphe 


Zeit Lymphmenge | 
Ohrvenenblut | 


940’ a.m. | 0,069 
9530/-1030/ Operation am Halsteil : direkte Thoracicusfistel angelegt. 
10%45/ 0,076 | 
10%48/ | | 0,108 
10637-1107 32, 
11510/-11"20/ 
11%25/ 0,107 
1150/-11530 27,0 
11532/ 
1135/ | 
11%30/-12>37 | 19,4 
12"35/ p.m. } 
1240 | 
12630/—1h0Q/ 14,2 
1555/ 0,090 
2h 0,086 0,118 
1h0/—-2h0/ 40,3 
3by 
2ho/—ghyy 30,7 
3h9/ 0,077 
3357 0,078 


0,095 
0,150 


0,117 
0,098 0,139 


0,107 0,087 


SAY 0,112 
3b0/—4h0/ 17,5 
450 0,057 
45 0,102 
5 0,065 
4b0/-5bY 24,8 





Die Kohlehydratzufuhr wird in folgender Weise ausgefiihrt: man liisst pro kg 2-5 
g rohen Traubenzucker als 102%Zige wiisserige Lésung beim ruhig in den Arm genommenen 
Kaninchen durch eine Schlundsonde in den Magen einfliessen, oder spritzt ihn beim Hunde 
in den Anfangsteil des Duodenums mit einer Spritze. 

Beim Versuch von Tabelle XIIT habe ich dem Kaninchen am Tage 
nach der Halsoperation Glukoselésung per os gegeben. 14 Stunden nach 
der Zufuhr steigt ‘der Ohrvenenblutzucker von 0,145% auf 0,307 9%, der 
Jugularserumzucker von 0,260%% auf 0,42026 und der Thoracicuslymph- 
zucker von 0,281% auf 0,498%. Nach sofortigem Nackenschlagtod be- 
triigt der Portalserumzucker 0,592% und der Lebervenenserumzucker 
0,557 %. 

Tabelle XIV zeigt einen gleichen Versuch. Bei diesem Versuch hatte 
das Kaninchen von Anfang an auffallend viel niedrigere Zuckerwerte als 
andere. 1 Stunde nach Zufuhr von Zuckerlésung stieg der Ohrvenen- 
blutzucker von 0,082 % auf 0,141 24, der Jugularserumzucker von 0,098 24 
auf 0,188 (V. cava sup. dext.) und der Thoracicuslymphzucker von 
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Tabelle XIII. 


10.-11. II. 1925. Kaninchen 1,9 kg, 
9.-10. IT. gefastet. 


Versuch 12. 2, ohne Narkose ; 





Zuckergehalt (2%) 


Portal- 














Zeit Ohrvenen- | Jugularve- | Thoracicus- | Lebervenen- 
blut nenserum lymphe | serum serum 
| | piers 
10. 2107 p.m. 0,095 
2530/40 Fesseln u. Operation am Halsteil: indirekte Thoracicusfistel 
angelegt. | 
405 0,296 | | 
4n1% | 0,134 0,262 
~ Entfesseln. | 
11. 150’ p.m. 0,145 | 0,281 
1bj/ 0,260 
1»20/-1525/ 100 cem 102Ziger roher Traubenzuckerlésung (5 g Trauben- 
zucker pro kg) durch Schlundsonde eingefuhrt. 
2h4—/ 0,307 | | 0,498 | 
2h50’ | Téten durch Nackenschlag. 
| | 0,592 


0,420 | | 0,557 
Dabei ist der Portalserumzucker 0,246, der 


0.112% auf 0,210%. 
Lebervenenserumzucker 0,232% und der Serumzucker der linken Herz- 


kammer 0,196 %. 


Tabelle XIV. 


15. VII. 1925. Kaninchen 1,11 kg, 
13.-15. VIT. gefastet. 


Versuch 24. 2, ohne Narkose ; 





Zuckergehalt (22) 
~ | Serum d. 1. 











Zeit | Ohrvenen- | Jugularve-|Thoracicus-| Leberve- | Portal- Herzkam- 
blut nenserum | lymphe | nenserum| serum | cae 
1153 a.m. 0,083 
12b0/-12045/ Fesseln u. Operation am Halsteil: indirekte Thoracicusfistel 
angelegt. 
1>3/ p.m 0,153 
1>/ 0,106 0,129 
1b7/ Entfesseln. 
BLY’ 0,111 
Bb45/ 0,082 0,098 0,112 
4>40/ 0,109 
4)48/_4h49/ 50 cem 102%éiger roher Traubenzuckerlésung (4,5 g Trauben- 
zucker pro kg) durch Schlundsonde eingefuhrt. 
5b5/ 0,112 | 
5g | . 0,135 
55 0,141 0,210 
5b52/ Nackenschlagtod. 
0,196 


0,232 0,246 


0,188 


Cava sup. dext. 


Aus diesen 2 Versuchen lisst sich der Durchschnitt des Zuckerwert- 
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verhiltnisses fiir die Thoracicuslymphe, das Serum der Lebervenen, der 
linken Herzkammer, der Juglarvenen und der Pfortader als resp. 1,00, 
1,11, 0,93, 0,86 und 1,18 erschliessen. 


Tabelle XY. 





Zuckergehalt (22) u. Verhiiltnis 


Versuche Thoracicus- Lebervenen- | 1. Herzkam-| Jugularve- Portal- 
lymphe serum merserum | nenserum serum 
____—_—si«i| © % «=Verh.| 9% Verh.| 96 Verh.| 9% Verh.| % Verh 
5. Meee eee 0,420 0,84 | 0,592 1,19 
Tabelle XIII) | -*™ sane is _ 4 ’ ’ sit 


Vers. 24. 0,210 1,00 


1,232 10,196 0,93 | 0 89 | 0,246 1,17 
(Tabelle XIV) CS LT Ge OE See Cee ee hs 





| 
Durchschnitt | 1,00 | 1,11 0,93 0,86 113 


Natiirlich muss man bei diesen Experimenten in Betracht ziehen, 
dass cine gewisse Zeit vergeht, bis die Lymphe den ganzen Ductus thoracicus 
durchliuft. Aus spiiter zu erérternden Griinden ist aber diese Zeit nicht 
so betriichtlich. 

Der Versuch von Tabelle X VI ist an einem Hunde ausgefiihrt wor- 
den. Man hat ins Duodenum 270 ccm 10% iger Traubenzuckerlésung 
(pro Kilo 2 g ‘Traubenzucker) eingespritzt. Nach 15 Minuten nahm der 
Jugularserumzucker von 0,145 9% bis 0,195 20, der Thoracicuslymphzucker 
von 0,162% bis 0,178% und der Portalserumzucker von 0,151% bis 
0,318% zu. Nach 30 Minuten werden diese Werte zu resp. 0,222 


0,294% und 0,39494. Darauf sinken sie rasch, und schon in der 2. Stunde 


%, 


nach der Einspritzung wird ihr Verhiiltnis wie vorher. Wenn man nochmals 
eine gleiche Menge Zuckerlisung einfihrt, tritt Steigerung der Zuckerwerte 
wieder wie bei der ersten Einspritzung ein. Also, beim Einfiihren der 
‘Traubenzuckerlisung direkt ins Duodenum des Hundes erreicht der Zucker- 
gehalt nach 30 Minuten sein Maximum und der Portalserumzucker ist 
dann bei weitem héher als der Thoracicuslymphzucker. 

Aus obigen Versuchen an Kaninchen und Hunden erhellt, dass es 
gar nicht zutreffend ist, zu sagen, der Thoracicuslymphzucker iibersteige 
bei der Kohlehydratresorption den Blutzucker, da er stets unterhalb des 
Portal- u. Lebervenenserumzuckers liegt. 

Bedeutet der bei Glukosezufuhr enorm gesteigerte Zuckergehalt der 


Thoracicuslymphe den resorbierten Anteil ? 
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Bereits aus den Experimenten yon Heidenhain® oder Cohnstein® ist ersichtlich, 
dass die Steigerung des Thoracicuslymphzuckers iiberhaupt ganz unabhiingig von der 
Resorption eintreten kann. Osato*) fand Zunahme des Thoracicuslymphzuckers bei in- 
travendser Injektion von Adrenalin oder Pepton und erkliirte dies durch den sekundiiren 
Ubergang des Zuckers in die Lymphe infolge primiirer Hyperglykiimie. 

Im ersten Kapitel habe ich gezeigt, dass bei Hyperglykiimie infolge 
schwerer Eingriffe oder wihrend der Schwangerschaft Zuckersteigerung 


Tabelle XVI. 


Versuch 13. 14. II. 1925. Hund 13,5 kg, 4, ohne Narkose ; 
10.-14. II. gefastet. 











| Zuckergehalt (22) 
Zeit Lymph- | 
P menge | Ohrvenen- | Jugularve- Thoracicus- Portal- 
blut nenserum | lymphe serum 
L2hor 0,070 | 
1520-350’ p.m. Operation am Halsteil: direkte Thoracicusfistel angelegt. 
3b15/ 0,150 
3hQu/ 0,095 
one Ve 
3h0/-3b30/ 39,7 
3h30/ 0,141 
330/-4030/ 35,2 
4b10/—-430/ Aufmachen der Bauchwand. 
Ab40/ 0,151 
4h49/ 0,162 
4457 0,145 
4058/-5b2/ 270 cem 102Ziger wiisseriger Traubenzuckerlésung (2 g Trau- 


benzucker pro kg) in den Anfangsteil des Duodenums ein- 
gespritzt. 
SLY 
a 0,193 0,178 
4530/—5''30/ 27,0 
5b40/ 0,394 
5b4i/ 0,294 
5N47/ 0,222 
6510 0,305 
615 0,283 
6%17/ 0,160 
5530/-630/ 43.5 
7177 0,100 
7520’ 0,082 0,163 
7h40/ 0,109 
Th45/ 0,119 
Th5-8 270 cem 102ciger wiisseriger Traubenzuckerlésung ins Duode- 
num eingespritzt. 
75307-8230’ 27,6 | 
ghiy 0,317 
9h10/ 0,232 
gb]4/ | 0,151 
8530/-9)30/ 19,8 
Ausgesetzt. 


0,318 


1) Heidenhain, 1. c. 
2) Cohnstein, l. c. 
3) Osato, Tohoku J. exp. Med., 1922, 2, 494. 
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o———® Thoracicuslymphe. 
O- = -==-0 Jugularisserum. 
@—-—-—-@ Pfortaderserum. 
Om -—-—-O Ohrvenenblut. 


Figur 2. 


Ordinate : Zuckergehalt in °2, Abszisse: Zeit in Stunden. 
Das 1. schwarze Zeichen auf der Abszisse zeigt Halsoperation, das 2. Aufmachen der 
3auchhohle, das 3. u. 4. Einspritzung der Glukoselésung ins Duodenum. 


der Thoracicusly mphe besteht, und folgerte diese Erscheinung als Ubergang 
des Zuckers aus den Leberkapillaren infolge physikalischen Mechanismus. 
Blutzuckerzunahme bedingt also in jedem untersuchten Falle Zunahme 
des Thoracicuslymphzuckers. Ein gleicher Vorgang ist natiirlich auch 
bei Blutzuckersteigerung durch Zuckerresorption zu erwarten. Es kommt 
daher nur der Grad der Steigerung in Frage: d. h., iiberschreitet die 
Zuckersteigerung der Thoracicuslymphe bei Kohlehydratresorption den- 
jenigen Grad, der als Folge der Hyperglykiimie natiirlicherweise erwartet 
werden muss? Dies ist durchaus nicht der Fall. Wenn man das Zucker- 
wertverhiiltnis von 1,11: 0,93: 0,86: 1,18: 1,00 in Tabelle XV mit dem 
Verhiiltnis von 1,04: 0,87: 0,84: 0,81: 1,00 in Tabelle IX vergleicht, so 
bemerkt man zwischen beiden nur insofern grosse Verschiedenheit, als bei 
ersterem der Portalserumzucker betriichtlich héher ist als beim anderen. 
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Man kann durchaus nicht sagen, dass bei der Kohlehydratresorption der 
Thoracicuslymphzucker besonders zugenommen hat. Vielmehr muss 
diese Steigerung des Thoracicuslymphzuckers auf ganz analoge Weise wie 
bei sonstiger Hyperglykiimie zustande gekommen sein. 

Diese Annahme wird noch dadurch gestiitzt, dass bei Zufuhr von 
Glukoselésung in den Darmtraktus auch der Halslymphzucker zunimmt, 
und zwar gleichzeitig und auf gleicher Héhe wie der Carotisserumzucker. 
Dies geht der Zuckersteigerung der Thoracicuslymphe voraus. Ausfiilr- 
liches siehe in Tabelle X. In meiner friiheren Arbeit’ habe ich gefunden, 
dass intraperitoneal eingespritzte Farbstofflésung nach 10/-20’ im Ductus 
thoracicus erscheint. Bis zur Beférderung des durch die Leberkapillaren 
in die Lymphe iibergetretenen Zuckers nach der Thoracicuskaniile wiire 
etwa gleichlange Zeit nétig, wiihrend weniger Zeit vergeht, bis die Lymphe 
von den Kapillaren des Carotisgebiets in die Halslymphkaniile kommt. 
Die Verspiitung in der Zunahme des Thoracicuslymphzuckers riihrt wahr- 
scheinlich davon her. 

Ferner ist nach N asse®) der Ubergang des Zuckers yom Blut in die Lymphe abhingig 
von der Schnelligkeit der Einspritzung. Unter verschiedenen Zuckerarten geht nach 
Nagano*® Resorption der Glukose und der Galaktose besser als andere Zuckerarten yor 
sich. Daraus ist es auch leicht zu erkliiren, warum bei den Versuchen yon Fujii*® die 
Steigerung des Thoracicuslymphzuckers bei Zufuhr von Glukose deutlicher zutagetrat als 
bei Zufuhr anderer Zuckerarten. 

Aus alledem liisst sich schliessen, dass kein Grund vorliegt, die Theorie 
der Resorption des Kohlehydrats durch die Lymphgefiisse anzunehmen. 
Im Gegenteil muss man aus vielen Griinden annehmen, dass das Kohle- 
hydrat aus dem Darmtraktus ausschliesslich durch die Blutgefiisse resor- 
biert wird und die Zunahme des Thoracicuslymphzuckers eine sekundiire, 


notwendige Folge der Serumzuckersteigerung im Lebervenensystem ist. 


Zusammenfassung. 


1. Vorausgesetzt, dass die Resorption aus dem Darmkanal nicht vor 
sich geht, ist der Thoracicuslymphzucker sowohl bei normalen, ruhender 
als auch bei hyperglykiimischen sowie bei lange Zeit hungernden oder sogar 
glykogenfrei gemachten Tieren héher als der Serumzucker der Arterien 


1) S.Katsura,lc. 

2) Nasse, zit. nach Gerhartz, Oppenheimers ,, Handbuch der Biochemie des 
Menschen u. d. Tiere,“ Jena, 1925, 4, 172. 

3) Nagano, Pfliigers Archiv., 1902, 90, 389. 

4) Fujii,le. 
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oder der peripheren Venen, einschliesslich der Pfortader, aber sehr wenig 
niedriger als der Lebervenenserumzucker. 

2. Wenn man den Zuckergehalt der Thoracicuslymphe als 1 auf- 
stellt, so ist das Verhiiltnis des Serumzuckergehalts der Lebervenen 1,04. 
Mit anderen Worten: der ungefiihre Zuckergehalt des Lebervenenserums 
kann dadurch erzielt werden, dass man den Thoracicuslymphzucker mit 
1,04 multipliziert. 

3. Die Thoracicuslymphe verdankt ihren hohen Zuckergehalt dem 
Blut der Leberkapillaren, aus denen der Zucker wahrscheinlich durch 
physikalische Vorgiinge in die Lymphe iibergeht. 

4. Der Zuckergehalt der Halslymphe ist sowohl im Hungerzustand 
als auch bei Zuckersteigerung durch Zufuhr von Kohlehydrat in den Darm- 
traktus mit dem des Carotisserums gleich. 

5. Bei der vergleichenden Untersuchung des Bluts und der Lymphe 
miissen die Proben von dem entsprechenden Gebiete entnommen werden ; 
das Blut der A. carotis und A. femoralis muss z. B. mit der Hals- resp. 
Extremitiitenlymphe und nicht mit der 'Thoracicuslymphe verglichen 
werden. Letztere ist am rationellsten dem Lebervenenblut gleichzustellen. 

6. Bei Zufuhr von Traubenzucker in den Darmtraktus steigt der 
Zuckergehalt der Thoracicuslymphe zwar zusehends, erreicht aber nie die 
Hohe des Serumzuckers des Pfortader- und Lebervenensystems. 

7. Die enorme Zuckerzunahme des Portalserums ausgenommen, 
weicht das Verhiltnis des Zuckergehalts der Lymphe und des Blutserums 
bei Kohlehydratresorption von dem bei Hunger und bei sonstiger Hyper- 
glykiimie im grossen und ganzen nicht ab. 

8. Es gibt also keinen Grund, anzunehmen, dass das Kohlehydrat 
aus dem Darmtraktus durch die Lymphgefisse resorbiert wird. Das 
Kohlehydrat wird ausschliesslich durch die Blutgefiisse resorbiert, und die 
Zuckersteigerung der Thoracicuslymphe ist nur eine sekundiire, notwendige 
Folge der Serumzuckersteigerung. 

Die Kosten fiir diese Untersuchung sind von der Saito Hoéonkai Stiftung 


bestritten worden, wofiir ich auch hier meinen besten Dank ausspreche. 
Prof. Dr. T. Kumagai. 




















Influence of the Protection against the Fall of Body 
Temperature upon the Ether Hyperglycaemia 
and Glycosuria in the Dog. 


By 
HIROSHI TACHI, KIMITAMI TAKAIT?, 
(fig Zz) (th “Zs BR) 
and 
IJURO FUJII. 
(i FF AK FER) 


(From the Physiological Laboratory of Prof. Y. Sataké, 
Tohoku Imperial University, Sendai.) 


Seelig would not regard the fall of body temperature during ether 
anaesthesia as the cause of glycosuria, for the following reasons:—viz. that 
in a rabbit which was only fastened for one and half hours without receiv- 
ing ether, as the control, no glycosuria occurred notwithstanding that the 
body temperature fell from 39.6° to 36.4%, just the same degree as in an 
ether experiment, and further he was not able to detect. sugar in the urine 
of a dog, to which oxygen gas and then ether was given and in consequence 
the body temperature dropped 3°." 

Contrary to him Grube was able to protect dogs from ether glyco- 
suria by keeping the body temperature of the animals at or above the 
normal.” 

By experiments on dogs Ross and Hawk came to a quite opposite 
conclusion, namely, that the lowering of the body temperature by means of 
ether inhalation does not »roduce glycosuria.” 

In the previous experiments on rabbits, this question was also attacked 
by one of us. In that animal artificially keeping the body temperature 


§ The essentials of this paper were presented before the Japanese Physiological Meet- 
ings at Fukuoka 1923 and at Tokyo 1926. 

1) A. Seelig, Schmiedeberg’s Arch., 1905, 52, 484 ff. 

2) K. Grube, Pfliiger’s Arch., 1911, 138, 601. 

3) E. L. Ross and P. B. Hawk, Arch. of Int. Med., 1914, 14, 779. 














412 H. Tachi, K. Takai and I. Fujii 


nearly at the normal height during ether anaesthesia is capable of dimini- 
shing glycosuria to some extent, while it exhibits no significant effect upon 
the blood sugar increase.’ 

Now, trials were further made in order to know whether in dogs en- 
tirely corroboratory results could be yielded. The present article deals 


with the results obtained. 


Methods :— 

Female dogs were exclusively experimented on. (Pregnant dogs were 
not used.) ‘The methods employed for the present research were essentially 
the same as those applied in the former investigatons of one of us;” in this 
series of experiments special care was taken in the feeding of the animals, 
so that for two weeks before the experiment a mixed diet of roughly the 
same composition was given daily ; it consisted of rice, potatoes, radishes and 
other vegetables, fish and soup. 

The mask used for etherization of the dog was constructed nearly the 
same as that for the rabbit described in the previous paper, only on a larger 
scale. The broad end of the muzzle was fitted over the dog’s face by means 
of oil-cloth cushion. The closed, narrow end of the mask had a wide 
soldered inlet tube in the centre and two somewhat narrower tubes on the 
edge. Through one of the narrow tubes, fixed just under the centre tube, 
saliva was removed from time to time. The other narrow tube was used 
to supply fresh air to the animal, when asphyxia was inadvertantly in- 
duced. The central tube, through which the dog breathed, was connected 
to a glass tube of Y form, to each of the limbs of which a valvular arrange- 
ment was attached, so that inspiration could be performed only through 
one limb and expiration only through the other. The limb for inspiration 
was connected to the ether bottle with a regulator, which enabled us to alter 
the concentration of ether vapour at will. 

The respiratery movement of the etherized dog under the muzzle was 
so powerful that there was no need of artificial respiration, contrary to the 
case of ether experiments on rabbits. 

The general course of the experiments was essentially the same as that 
described in the previous paper on the ether hyperglycaemia on rabbits. 
Special points in the present investigation were as follows. The dog was 
muzzled at the start, brought on the table, caught by the head and legs, 


gently placed on its side, and then the central tube of the muzzle cone was 


4) Iju. Fujii, Tohoku J. Exp. Med., 1921, 2, 185 f. and 202 f. 
5) Tju. Fujii, Ibid., 1922, 3, 84 f.; (4), 173; Ibid.; 1920, 1, 44 f. 
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connected with the ether bottle by means of the Y formed glass tube in the 
above mentioned manner. The animal, then, struggled a little for a while, 
usually for about ten to fifteen minutes; when the limbs became limp, the 
animal was allowed to lie down by itself, without being restricted. Etheriza- 
tion was continued. When the animal was to be protected from the 
fall of body temperature it was laid down, immediately after the start of 
full anaesthesia, on the dog board, the upper, copper plate of which was 
covered with a woollen cloth and heated by means of electric lamips, and 
covered with a woollen cloth. 

The three sets of experiments were performed ; i.e. etherization alone, 
etherization with warming of the animal, and the control experiments 
without ether in the ether bottle. 

In the control experiments we were able to keep the dogs quiet. 

In the ether experiments special care was paid to the depth of narcosis, 
since the intensity of ether hyperglycaemia in rabbits essentially depends 
upon the depth of narcosis rather than the duration of etherization or the 


quantity of ether." 


Results. 

All the data are epitomized in three tables, the protocols on Dog XII 
being fully reproduced as examples. 

In the control experiments given in Table I, there was practically nei- 
ther hyperglycaemia nor glycosuria. Reduction of the body temperature 
was also only slight. 

On examining the data in Table IT, it will be seen that ether adminis- 
tration evoked quite remarkable hyperglycaemia and glycosuria in our 
dogs, fed on a mixed diet rich in carbohydrates. The intensity of hyper- 
glycaemia closely agreed with that in the report of Keeton and Ross on 
the normal (non-splanchnectomized) dogs, kept on a mixed diet containing 
a small amount of meat and an excess of carbohydrates.’ 

No occurrence of ether glycosuria in the dogs, fed on carbohydrates exclusively® or on 
a mixed diet,” was not confirmed by subsequent investigators.) According to Ross and 
McGuigan more marked hyperglycaemia seems to be induced in dogs fed on the meat diet 


than in those fed on a mixed diet.!! 


6) (4) 175 ff. 

7) R.W. Keeton and E. L. Ross, Am. J. Physiol., 1919, 48, 148. 

8) A. Seelig, Schmiedeberg’s Arch., 1905, 52, 483 f. 

9) E. L. Ross and P. B. Hawk, Arch. of Int. Med., 1914, 14, 783. 

10) J. H. King, B.S. Chaffee, D. B. Anderson and L. H. Redelings, Johns 
Hopkins Hosp. Bull., 1911, 22, 388. 

11) E. L. Ross and H. McGuigan, J. Biol. Chem., 1915, 22, 407. 
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TABLE 


Control 























PS | Blood sugar Urine sug 
& | = ew |-—_—— 
zl s | e) cil zie! % 
5 s | Ps += oo Soe | 
x = & = & =ecs 
my S Date a S 2 Soa Sees | = se Bi aft 
v =} aK 25 Hogi ee swe); ~s 
si © | aa As Ae Ste) S55 B65] £5 
3| 7 | ) | Se SE BSE! FY 
A kilos) (hours) (9) % 8 = 5 | = & 
| } ee Se Ee 2 J), eee le — . 
a [wari es. | ess | | 
1 | VIIT | 22. VII. 19} 7.0 8 0.10 | 0.08 | 0.012 0.024 | 2 
2| IX|17. IX., | 82 6 0.09 | 0.11 | 0.024 | 0.048 6 
3 | +o) Se ee 4.4 5 0.12 | O11 | 0.036 0.072 3 
Average | 0.10 | 0.10 | 0.024 | 0.048 ; 


TABLE 


Cases, in which precautions are not 





























” | + | Blood sugar | Urine 
= | = 5s |— - a 
Z| » | 2] efile E | (76) 
oe = 2 = 5 nd @ oa |s esl wz q 
i i 25 y &Z ise sics | - 
Bl | pte | =| £8 | 2 leeleee 22] 0. [eu 
e a | 6 - g aAaias al Sea Ra | Swe 
ts eC aa} fm a Ss iSVsi = CR | Ss 8 
S| 4 | § me “le! $8 | 2EE 
> a “~.Ja on S io ™ Fa 
A | (kilos) | (hours) | (c.c.) | (%2) | (%e) | a ’ 
— : . - oie) Fetes 
I} 5. VI.719] 10.5 | 5 270 | 0.09 | 0.27 23 0.012 4.533 
7 y 8.5 2 ).09 > 4 
II 17. VI. ” ap ‘ 200 ( 0 - 3 - ear 
i 0. OV we 6.2 | 5 200 | 0.10} 0.15 2 0.012 1.505 
4) 250 | 0.11 | 0.19 2 0.012 0.825 





140 | 0.12} 0.17 0.012 3.080 
260 | 0.09 | 0.18 
100 | 0.11 | 0.17 
320 | 0.09 | 0.17 
185 | 0.10 | 0.17 
390 | 0.08 | 0.15 
150 | 0.10 | 0.14 
370 | 0.09 | 0.14 
430 | 0.09 | 0.19 
450 | 0.08 
355 | 0.07 | 0.15 
380 | 0.09 | 0.17 
290 | 0.08 | 0.19 
370 | 0.09 | 0.27 
400 | 0.09 | 0.18 0.029 0.604 
280 | 0.10 | 0.20 0.020 1.294 

0.09 | 0.19 0.028 | 1.203 


ott 


V 24. VI. 5.0 | 
VI pO. VI. » 3.6 | 
III 19. VII. , 6.0 
8 IV 26. VII. ,, 5.4 
9] VII | 2. VIII. ,, 7.7 
10 7 1% Va... 4.6 
11} VII | 9. 
12/VIII jis. I 
13) XIII 

XIV | 8. 
15| XII 13. 
16| XIII |22. 
17} XII |27. 
18| XIV _ (28. . % 
Wik |S AL ,| 115 
2 ae 16 2 = 7.6 
Average 


0.024 0.024 
0.012 0.049 
0.012 0.577 
0.012 0.024 
0.012 0.094 
0.012 0.725 
0.098 0.196 
0.069 0.725 
0.069 0.637 
0.039 1.069 
0.029 0.833 
0.024 4.853 
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I. 


experiments. 
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| 
= = _| Body | 
» ore » (°C) | 

| grm. per Rita temperature (°( 





























| Frequency of | Frequency of Room 
eo m on = heart beat respiration temperature 
| Ewe | 28 | of | mud 
6.6.5 £éE cs. | 8.8.5 (per min.) (per min.) (°C 
3s & Ei Se eee 
eok| £3 | AB | Sz 
1a S| 3 3 
| 0.003 1 | 39.9 | 39.3-38.3 96-84 60-132 27.0-29.6 
0.005 | 2 38.5 | 38.8-37.8 68-80 32-102 26.0-29.0 
| 0.009 3 39.1 | 38.0 32-80 52- 26 24.0-26.0 
| 0.006 | 
II. 
taken against fall of body temperature. 
sugar Boody | 
| grm. per hour | ere Frequency Frequency ee 
re ee | cal | of heart beat ; of temperature 
os ar o8 - seal | respiration 
OE OE ees Ge ee a 
sem | on ke Oo — ee & © or min. (pe . {-&) 
2% BSE 2e | S| z3 per min.) (per min \ 
=i ° | me ai - | 
oe —EE ——E } \ = ————————e 
34 0.936 | 33 | 39.2 | 39.2-36.2 18.5-22.0 
39.8 |  39.8-40.4 18.5 
4} 0.135 4 39.0 | 38.7-35.6 19-44 19.5-20.5 
4 0.016 2 39.1 39.0-36.6 106-158 26-74 21.0-23.0 
4 0.139 4 38.1 | 38.1-37.7 118-240 22-50 19.0-24.0 
38.5 | 37.7-34.5| 132-216 19-68 22.0-24.0 
38.8 38.8-38.5 130-176 26-44 25.0 
3 0.027 b 39.0 | 39,2-38.1 128-252 20-84 26.0-27.3 
2 0.009 2 38.7 39.4-36.9 112-250 22-36 24.7-25.0 
3 0.004 1 38.8 39.0-34.1 116-212 38-80 23.5-24.5 
1 0.001 1 39.2 39.5-38.4 120-220 50-24 23.6-25.0 
3 | 0.048| 3 | 387 | 37.7-36.5 92-220 18-64 20.0-21.5 
34 0.020} 13 38.8 39.0-35.9 132-180 24-54 18.0-20.5 
38 0.032 | 38 | 38.3] 38.2-33.5 108-204 24-72 17.0-19.5 
64 0.018 | 24 38.8 | 38.4-34,9 168-240 18-60 15.0-18.5 
3 | 0107|/ 3 | 386! 385-344] 156-192 20-42 14.0-16.5 
33 0.110 5 38.5 38.1-32. 168-228 24-54 13.0-16.0 
3 0.906 3 38.7 37.7-32.8 156-228 18-60 12.0-17.0 
1} 0.030 14 38.8 37.5-33.3 132-204 18-36 11.5-16.5 
13 0.071 1} 39.4 38.6-33.0 144-192 24-72 13.0-16.5 
0.153 
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TABLE 


Cases, in which precautions are taken 





















































~ | 3 Blood sugar Urine 
5 a |% = ' » eae 
=| » 2 | sf] ae 2) 
sis e | =8 - 2-3 |S mee of 
c S Date a | £3 = |€$ le = s|— = § 
o ? 3] 28a = X5 KS 5] £5 2-3 S ws 
© S| &e | A = As S08] 25 os | B&$ 
* Hale 6) F |e] 36 | 355 
7, > Ae | Ste 
A \(kilos)| (hours) | (c.c.) | (9) | (2%) | a 
} } 

1 I lon, VI.’19 23 180} 0.11] 0.23] 2 0.012 | 0,098 
2| III \27. VI. ,| 6.0 5 | 260] 0.08 | 0.11 1 0.012 | 0.350 
3 V|5. VII. ,| 54 $ 160 | 0.11] 0.19 2 0.025 | 0.803 
4) IV/8 VIL ,,| 55 6 | 360] 0.10] 0.12] 2 0.016 | 0.246 
5| VII }12. VIL ,,| 7.8 3 | 180] 010] O11} 2 0.024 | 0.338 
6) VIIT j11. VIII. ’25| = 7.4 8 540 | 0.07 | 9.11 3 0.024 0.796 
7| XI\29. IX. ,,| 144 2 | 190] 0.09| O22] 1 0.098 | 2.700 
8| XII [20. IX. ,,| 148 5 450 | 0.08} 0.11 1 0.059 0.931 
9} XV|14. X.,,| 7.2 5 | 250] 0.10] 019] 3 | 0.078] 1.725 
10| XVI |21. X. ,| 8&7 5} 370 | 0.09| 0.14} 2 | 0.020! 0.402 
11} XII | & OL ot 368) 5 450 | 0.09 | 0.12 2 0.059 | 0.735 
2) XV\6. XL >| 75 | 4 | 220| 0.10| 0.13] 14 | 0.029] 0.872 

Average 0.09 | 0.15 0.038 | 0.791 





In 20 experiments on 12 dogs, where they were anaesthetized by 
means of ether without being protected against the fall of body temperature 
the mean initial blood sugar level was 0.09% (0.07—0.12%), and the maxi- 
mum values attained during the narcosis lasting about 1-7 hours were 
noted as 0.14—0.27%, mean 0.19%. So, compared with the mean inital 
values, the average sugar content of the blood under ether anaesthesia was 
about twice as great, or exceeded the former by 0.1%. The maxima were 
achieved in half an hour to 4 hours after the start of etherization, in most 
eases 2—3 hours. 

In many cases the blood sugar content was further estimated after discontinuation of 
etherization of 3-7 hours. The blood sugar content in one hour after the discontinuance was 
exactly the same or already a little smaller than that immediately before the discontinuance. 
In two or three hours the blood sugar level recovered its initial value. 

In most cases of rabbits, the blood sugar level went up further, after cessation of etheri- 
zation.) Ross and McGuigan were able to see in about half of their dogs a higher 
blood sugar content in half an hour after ether was discontinued, than prior to it. 

The sugar content of the urine was, in 20 experiments, 0.01—0.1% 
prior to the start of ether inhalation, which increased under etherization to 
on an average 1.2%. In only 3 cases (Exps. 7, 10 & 11) no glycosuria 





12) (4) 182. 
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IIl. 


against fall of body temperature. 


























— Body 
| grm. per hour | oo Frequency 
eee Frequency i f Room 
of heart beat Pe temperature 

ef/ia.2./e8 ’ we | respiration 

eal ets) a2] es "2 

5-5 5 ES 5-5 SE ‘52 (per min.) | (per min.) (°C) 
(=: STE RS RG ag | 

alia m= 5 

! 

| 1 0.002 1 | 39.2] 39,3-39.1| 142-180 | 28-50 | 19.5-21.0 
| 2 0.042) 2 | 38.5) 394-383] 88-192 | 18-55 | 22.0 
} : 0.008 3 | 384] 40.0-384] 120-200 26- 60 | 24.0-27.7 
1g 0.023 5 | 39.3] 39.8-38.1 144-180 | 17- 80 | 19.0-22.0 
| 3 0.008; 3 | 385] 39.3-38.5 | 84-212 | 20-68 | 235-27.0 
| & 0.028 8 39.1} 41.9-38.7| 120-150 | 18-147 | 25.5-30.0 

13 0.108 | 18 | 388] 39.9-39.5| 120-156 18— 36 18.0-19.0 
a 0.043 1 | 388 40.1-39.2 | 108-240 | 36-336 | 20.0-21.0 
| 1§ 0.086 | 18 | 38.6]  39.5-37.9 108-204 | 36-108 | 13.5-19.0 

23 | 0.024] 5} | 388| 405-38.5| 144-228 | 42-108 15.0-20.0 
| 3 0.036 3 | 38.8] 40.1-39.0| 108-228 | 28-108 | 11.5-17.0 
| 2 | 0.048 2 | 39.0 39.8-39.0 | 120-216 36- 68 | = 12.5-16.5 
| | 0.039 | | | | 


was discovered. The time elapsed for reaching the maximum concentra- 
tion of sugar in the urine was as a rule 14-4 hours after the beginning of 
etherization. ; 

In the great majority of instances, reduction of the body temperature 
was observed and usually below 37°C. In some of them, the temperature 
dropped to 33° C or still lower. In the instances where descending of the 
body temperature was insignificant, glycosuria was missed or scarcely de- 
tected. Only in Exp. 10 glycosuria was absent, notwithstanding a pretty 
remarkable fall of the body temperature. 

A close parallelism did not exist between the degree of hyperglycaemia 
and the fall of body temperature. 

In Exps. 2,7, and 11 the dogs died in an earlier stage of narcosis. Dogs III, IV, V, 
VII, XII, XIII and XIV were repeatedly employed for just the same kind of experiment. 
Of them some notes will be given later. 

Turning now to those cases, where the body temperature was kept 
nearly at the normal range, it may be easily pointed out that the degree 
of hyperglycaemia and glycosuria was to some extent reduced by the pre- 
cautions taken against the fall of body temperature. In 12 experiments 
on 10 dogs the blood sugar content increased from the mean initial value 
of 0,09% (0.07-0.11 2) to 0.1594 (0.11-0.239) in about 1-2 hours after 
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the start of narcosis. In reality in half of the instances hyperglycaemia 
was missed. Only in 4 examples the increase in the blood sugar was re- 
markable. In Exps. 1 and 7 the dogs died after 2-3 hours of narcosis. 
And really in those dogs dyspnoea was clearly demonstrable, which was 
also associated with severe hyperglycaemia in the dogs in Table ITI (II, 
XVII & XVIII,), which were not protected against the loss of body heat, 
as well as in the dogs in Table ITI (I, VII), the body temperature of which 
remained nearly at the initial height. These figures, therefore, suggest 
that in the present observations the dyspnoea may be regarded as responsible 
for the severe hyperglycaemia, or at least as a subsidiary cause of it. 

If very severe hyperglycaemia be cut out of the comparison, this effect 
of dyspnoea being taken into account, the blood sugar contents under ether 
for the dogs with a low body temperature may be expressed as 0.15-0.220, 
and for the other series of experiments 0.11-0.1494. The difference is 
plain. 

Dyspnoea occurred in the present investigations, when either the narcosis became too 
deep, or when it advanced to some degree, so that the breathing became too feeble to move 
the gummi membrane valves provided on the way from the mask to the ether bottle or to the 
out-take or the saliva and mucus mechanically interfered with respiration. 

In this set of observations the urine sugar content became unmistakably 
greater under etherization, but the degree was far less than in the experi- 
ments on dogs, the loss of body temperature of which was not interfered 
with. Only in two instances where hyperglycaemia was remarkable gly- 
cosuria was also somewhat evident. 

As above mentioned, some dogs were repeatedly employed for both sets 
of experiment ; for instance, Dog IIT was used on 17th June 1919 for the 
experiment without the protection, then next on 27th of the same month 
for another set of experiments, and finally on 19th July for the same kind 
of observations as on 17th June. 

On careful examination the data in the year 1919, given in Tables 
II and IIT altogether, one is able to sce that the magnitudes of blood sugar 
fluctuation due to ether anaesthesia have no definite relationship to the 
sequence of the experiments, but in the urine sugar one can assume without 
hesitation, that it descreses with the mere repetition of etherization, quite 
independently of whether the fall of body temperature was artificially res- 
tricted or not. This finding seemed to us interesting and we thought it 
worth while to confirm and analyse it. So firstly, to be certain of this 
finding, the experiments were again undertaken in the year 1925. This 
time, however, we were not able to duplicate the previous data. In Dog 
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XII, the experimentation was repeated three times with nearly the same 
magnitude of glycosuria, and the second administration of ether vapour 
called forth in Dog XIV far severer glycosuria than the first inhalation 
(Exps. 14 and 18 in Table IT). Dog XV showed a tendency to harmonize 
with the former findings, but the differences in the degree of glycosuria were 
slight, and they had seemingly a rather close relation with that of hyper- 


glycaemia. 


Summary : 


When the body temperature is artificially kept nearly at the normal 
height, the hyperglycaemia and glycosuria in dogs by means of ether in- 


halation are to some extent restricted. 


The expenses of the work were partly defrayed by a grant from the 


Saito Gratitude Foundation in Sendai. 


Prof. Yasu. Sataké. 

















Experimentelles Studium der inneren Sekretion des Pankreas. 


IV. Mitteilung : 


Uber das Pankreashormon im Blute in 
verschiedenem Zustand. 


Von 


Togo Hoshi. 
(4 i 7) 


(Aus Prof. T. Kumagai’s medizinischer Klinik: 


der Tohoku Universitat zu Sendai.) 


Seitdem die Herstellung des Pankreashormons im Jahre 1921 gelungen 
ist, ist das Interesse der medizinischen Welt am Pankreasproblem sehr rege 
geworden, und infolgedessen sind die Arbeiten dariiber unziihlbar gewor- 
den. Aber deren, welche direkt iiber das Pankreashormon im Blute ge- 
arbeitet haben, gibt es noch immer ziemlich wenige. Obgleich T. Kuma- 
gai? und H. Sato, Best, Scott und Banting,” Best, Scott und 
Smith” die Frage studierten, so betreffen doch ihre Untersuchungen 
meistens nur gewisse Teile und sind deshalb ungeniigend. Um die Phy- 
siologie und die Pathologie der inneren Sekretion des Pankreas genau und 
eingehend zu erforschen, muss man das Pankreashormon im Blute und 
zwar in verschiedenem Zustand direkt messen. 

Es ist zwar héchst wahrscheinlich, dass die Substanz, welche durch 
die gleiche Methode, mit der man aus Pankeas das Hormon darstellt, aus 
dem Blut isoliert wird und welche eine Hypoglykiimie erzeugende Wir- 
kung hat, vom Pankreas abstammt, weil sie im Blute pankreasexstirpierter 
Tiere fehlt und ganz gleiche physikalisch-chemische Eigenschaften wie 
die vom Pankreas isolierte Substanz, d. h. das Pankreashormon hat. Um 
die geeignetste Methode fiir die Isolierung des Pankreashormons aus dem 
Blute zu finden, habe ich zuerst folgende Untersuchungen angestellt. 

Die Methoden zur Isolierung des Hormons aus dem Pankreas sind 
jetzt sehr zahlreich, obgleich es noch immer nicht vollkommen rein gowon- 
nen werden kann. 
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Welche von den Methoden ist am zweckmiissigsten, um ein Pankreas- 
hormon mit miglichst kleiner Menge Blut zu bekommen? Hier seien 
einige Vorversuche mitgeteilt, um zu zeigen, mit welcher Genauig xeit man 
arbeiten kann. 


A. Alkohol-Schwefelsiure-Methode. 


Es ist wohl bekannt, dass das Pankreashormon in iiber 8094 igem 
Alkohol gefillt wird, obgleich es in unter 802 igem sich lést, auch dass 
es im sauren Medium leicht léslich ist. Aber das Ansiiuern des Mediums 
geschieht nicht, um Pankreasfermente zu vernichten, wie die Torontoer 
Schule behauptet, sondern es dient dazu, das Pankreashormon leichter 
léslich zu machen. Pankreasfermente werden durch Alkoholwirkung allein 
schon inaktiv. Wir vermuteten, dass die Isolierbarkeit des Pankreas- 
hormons sehr von der Menge der Siiure abhiingig ist, infolgedessen unter- 
suchten wir es, wie das unten mitgeteilt wird, bei verschiedener Konzentra- 
tion von Schwefelsiiure. 

Wir setzten zuerst verschiedenen Kérperfliissigkeiten, z.B. pleuriti- 
schem Exsudate, Serum oder Blut, rohes Pankreasextrakt zu, welches in 
unserer Klinik extrahiert und dessen Titer bestimmt worden war. Wir 
wollten die darin enthaltene Menge des Pankreashormons aus dem Gemisch 
wieder zuriickgewinnen, um uns iiber die Genauigkeit der Methode 
orientieren zu kénnen. Athylalkohol wird dem Gemisch hinzugefiigt, das 
Ganze gut gemischt, bei Zimmertemperatur 24 Stunden zum Sichsetzen des 
gefiillten Eiweisses stehen gelassen, abfiltriert und abgepresst, um so viel 
Filtrat wie méglich zu gewinnen. Das Filtrat wird mit verdiinnter 
Natronlauge neutralisiert, unter 40°C der Alkohol und zum Teil das 
Wasser durch Vakuumvorrichtung abdestilliert, dann in Scheidetrichter 
gegossen und mit geniigender Menge Ather geschiittelt. Nach 12-24 
Stunden wird die in der untersten Schicht im Scheidetrichter befindiche 
Lésung, d.h. das wirksame Extrakt, ihm durch Offnung des Hahns entnom- 
men, filtriert und durch Faust’schen Apparat der Ather verdunstet. In 
der Regel wurde das Extrakt bis auf weniger als 10 ccm verdunstet. Man 
injiziert das Extrakt in die Unterhaut eines 24 Stunden lang hungernden 
Kaninchens und bestimmt dessen dadurch verursachte Blutzuckervermin- 
derung. Die neue Bang’sche Mikromethode wurde fiir die Blutzucker- 


bestimmung angewendet. 
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Versuchsgruppe I. 


Bei dieser Gruppe wurden je 75 cem pleuritisches Exsudat (Eiweiss- 
gehalt 62 nach Es bach) mit je 25 cem rohem Pankreasextrakt (5 Kanin- 
cheneinheiten) in einer Flasche versetzt; jeder Flasche wurde eine steigende 
Menge Schwefelsiiure (9522) (je 0,0, 0,5, 1,0, 2,0 cem) und je 150 ccm 
Alkohol (95290) zugesetzt. Das aus jedem Gemisch bereitete Extrakt 
wurde in die Unterhaut eines 24 Stunden hungernden Kaninchens einge- 
spritzt und die infolge der Injektion hervorgerufene Blutzuckerverminde- 
rung gemessen. Yon diesen Extrakten war dasjenige, welches durch Zusatz 
von 0,5 ccm Schwefelsiiure hergestellt worden war, am wirksamsten, es 
hatte niimlich die Hilfte der zugesetzten Einheiten. Das Extrakt des 
pleuritischen Exsudates allein hat keine blutzuckervermindernde Kraft. 


Das Resuliat wird in folgender Tabelle gezeigt. 


Tabelle I. 


(Versuchsgruppe I) 





























| = J ~ tre, & , 
ae | a a | i r | $272 Blutzucker (7 ) 
ZS |e | 5 Fo |e eS at prep 
; «Ss Eo om mes | oe 2 | See o- = 
Vers. Nr. | RS eze | AN | aN | <a 5A | P| ge) ae) F 
u. Datum | 2 | EE) 8 | 8) ee [see] 7 | Es] 8s le 
pM Be Fe a—- | :.. |pSae/] vc ale eae 
P2- je 2} |= |S? eee) s | 23] 29) ™ 
| = | S = . os Som 5 las 3 
| 175 eem|! 25 ecm 0,0 ccm| 1500 1500 g| 7 ccm 0 -— 0,044 | 0,052 \(—) 
I. (5 K.E.) | ecm (2K.E 
2) » | » [05 »| » | 1600 /8,,(, 1 0,086! 0,044! 0,062 -) 
| 3 » | » 11,0 ol 1600 |6,,(,,)] 0,073| 0 i054 | 0,059 | (—) 
20. I. | 4 “<> ie ‘20 aa 1800 | 7,,(,,)| 0,091 | 0,066 | 0,081 | ( —) 
1925. | K. ie — /j1,0 ,, si 1450 |8,,(0) 0,085 | 0,088 | 0,090 (—) 
| | 
a ] l l aie 
1 “ 25 ccm/0,0 , | 4 | 3100 | 10 ccm | 0,090 0,050; 0,079 (—) 
II (5K.E) | (2K.E.) 
2 » |’ » {05 » » | 1800 |8,,(,) )I 0,090 | 0,033 0,043 |(+) 
3/ 5 | » 11,0 »| yw | 1900 |9.,(,,)| 0,116] 0,059! 0,074 (—) 
2: B. I. 4 ” ” 2,0 ” ” 1850 8 ” ( ” ) 0,095 0,067 9 ,081 || 
” , ” ” 


1925. | K. — {05 1700 |7,,( (0) 0,095 | 0,093 0,098 i} 


K.=Kontrolle. 
* Von dem gewonnenen Extrakt wurde die der verzeichneten K. E. entsprechende 
Menge injiziert. 


Versuchsgruppe IT. 


Bei dieser Gruppe besteht jedes Gemisch aus je 75 cem Rinderserum 


(Eiweissgehalt 796 nach Esbach), je 25 ccm rohem Pankreasextrakt (5 
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Kanincheneinheiten), je 9,0, 0,5, 1,0, 1,5, 20 cem Schwefelsiiure und je 200 
eem Alkohol (9524). Das mit 0,5 eem H, SO, dargestellte Extrakt wirkte 
am stiirksten, d. h. entsprach der Hiilfte der enthaltenen Einheiten. Das 
Serum allein zeigte keine blutzuckervermindernde Kraft. Dss Resultat 
sei in folgender Tabelle mitgeteilt. 


Tabelle IT. 


Versuchsgruppe IT) 























od 4 = ie £3 Blutzucker 
so | & a Pet. © o eee wee —| © 
| ES |4 aw | S| PS | EBS] . c.2,| & 
Vers. Nr. g™ |g hs =n} 5 | OER] & seis 
u. Datum | 2 |= —— so | 4 | 5.5) 7% Sa | 2 
| Bi |g a= ae—|s06.. |Sese| aoe lea 
| SS 18 S&S |woselieedeal , hoa |S 
a |5 < | 4” |B Se) & “x S 
a  <S > +E 
I. 1 | 75 cem | 25 cem | 0,5 ecm 200 cem| 1600 g 6ccm | 0,070; 0,007) 0,029 |(+) 
(5 K.E. 2 K.E.) 
12. 11.| 2 a 8 a cot 1750 | 8,,(,,)| 0,071) 0,055 | 0,060 |(- 
1925. K. » | — {05 , ~ | 1550 | 6,,(0), 0,091 | 0,090) 0,115 |(—) 
| 
rt ws | 25 com 0,0 ,, = 2000 | 10 cem 0,095 | 0,065 0,067 (—) 
5 K.E. 2 K.E.) 
MH. | 2] » | w» [05 »| » | 1700 |9,,(,,) 0,090) 0,045 | 0,046 (—) 
3| 4» | ww {1,0 ww} vo | 1800 |7,,(,,)| 0,120) 0,056} 0,067 (—) 
4/ 4, | gw 115 | | 1400 |5,,(,,)| 0,085] 0,062) 0,072 (—) 
15. II. 5 | ” ” 2,0 ” ” 1700 |9 yo» 0,093 0,071 0,082 [~) 
1925. | K.| ,, — (05 .,, » | 1850 | 84.(0)) 0,090 0,091 | 0,093 \(—) 
(Eiw. | | 
III. | 6,526) | | | 
| 75 ecm | 25 cem} 0,5 ,, 150 cem! 1800 | 8 ccm | 0,080) 0,033 0,042 (+) 
16.111} = | 5 K.E.)| | (2 K.E.)| 
1925, | K. [ = [RO - 1780 |7,,(0)} 0,087 | 0,089} 0,089 \(—) 
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Versuchsgruppe ITI. 


Bei dieser Gruppe gebrauchte ich defibriniertes Rinderblut, welches 
mit destilliertem Wasser 2 fach verdiinnt wurde und etwa 6,524 Eiweiss 
enthielt. Jedes Gemisch wurde wie gewohnlich mit je 75 cem Rinderblut, 
je 25 ccm rohem Pankreasextrakt (5 K. E.), je 0,0, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 cem 
H.SO, und je 150 ccm Alkohol hergestellt. Das mit 0,5 ccm H,SO, 
bereitete Extrakt wirkte am stiirksten, d. h. entsprach der Hiilfte der 
enthaltenen Einheiten. Das Extrakt aus Rinderblut allein konnte den 
Blutzucker nicht vermindern. Die Resultate werden hier tabellarisch 
gezeigt. 
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Tabelle IIT. 
(Versuchsgruppe IIT) 
ge 4 5 Se i tea Blutzucker (2%) | 
= \ £.‘s| | a Fa | EES _— | 2 
3 Sas | 4s o— om = > 5 . ook onl = 
Vers Nr. |BES|2e8| SS | $8 | Sg | eee] |e | £F/ 8] = 
— a. = - ~ 7 ~ 2." SS .-| = oe | ig 
u. Datum (2; 8¢8| peed | a) | dae ee = &.| 6. | ss 
ei Seea| “~— eo | 5. |e Se] sc ae} ee) 
= a] 5 = | | = _- a | p= mo hd 
gS5R 4 2 }S | wUiSES| 5 | 2g | Se | 
as |= ~| eee Sec) & te | Fe | 
—__—___— ——- pei ‘aiiicniiitet Siecieemieees taemaacti SO —_——— 
} | | | 
1 | 75 cem | 25 ecm | 0,0 cem!/150 ound 1500 g| 7 ccm 0,085 | 0,033) 0,045 |(—) 
(5K.E.) (2 K.E.)| | 
I, 2 ” ” 10,5 4 ” 1600 17 39» ) 0,100 | 0,029 | 0,042 |(—) 
| 3 » | w» 110 » ss 1950 | 8,,(,,)} 0,095| 0,047 | 0,069 |( —) 
4 ” j ” 1 ” ” 1950 6,, ( ») 0,099 0,040 | 0,071 [~? 
3. 5 oes ln a 20 » | » 1800 | 5,,(,,)| 0,091) 0,075 | 0,083 (—) 
1925, | K. » | — 195 wo» 1850 | 7,,(0)} 0,089} 0,096 | 0,099 |(—) 
» |2%cem|00 ,,| 5, 1900 | 7 ccm | 0,088} 0,051 | 0,152 (—) 
(5K.E,) (2 K.E.)) 
II. 2 » | oe Wet a 1810 |6,,(,,)| 0,100} 0,033 | 0,040 (+) 
5 » | » | in » | 1790 | 7 (5) 0,128 | 0,065 | 0,083 |(—) 
4} » | » {15 »| » | 1850 |5,,(,,)} 0,097| 0,075] 0,080 \(—) 
9.11.) 5 » | » {2,0 »| » | 1760 |8,,(,,)} 0,083) 0,053) 0,071 (—) 
1925. — }10 , | » | 1880 |8,, (0) 0,094 | 0,105 | 0,115 (—) 
' } 


Ko» | 


Versuchsgruppe TV. 


Bei dieser Gruppe besteht jedes Gemisch aus je 75 ccm Rinderblut 
(Eiweissgehalt etwa 14-1524), je 25 com rohem Pankreasextrakt (5 K. 
E.), je 9,0, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 cem H.SO, und je 150 cem Alkohol. Das 
mit 1,0 cem H,SO, dargestellte Extrakt wirkte am stiirksten, d. h. ent- 
sprach der Hiilfte der enthaltenen Einheiten. Die Resultate werden in 
Tabelle IV zusammengefasst. 

Aus allen obien Resultaten ergibt sich Folgendes: 
Isolierung des Pankreashormons ist klar, dass ein inniges Verhiiltnis 
zwischen der Menge der Siiure und dem Eiweissgehalt besteht, niimlich 
am meisten bei 1,590 H, SO, fiir Blut (14-15% Eiweissgehalt) und bei 
etwa 0,72 fiir Serum (6-79 Eiweissgehalt). Dabei scheint die Isolier- 
barkeit des Hormons sowohl bei 2 facher Menge Alkohol als auch bei 3- 
facher Menge nicht verschieden zu sein. Nun enthilt das Extrakt nach 
Fisher” ausser verschiedenen unorganischen Substanzen 2 antagonistisch 
wirkende Substanzen ; das eine ist eine hypoglykiimisch wirkende Substanz, 
d. h. das sogenannte Hormon, die den Blutzucker bei der Injektion ver- 
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tn] 

























































































Innere Sekretion des Pankreas. IV. 427 
Tabelle IV. 
(Versuchsgruppe IV) 
te 4 >| ome . |&éxq| Blutaucker (22 
Sy) 6} a Ee: | oss} , 
sSNA) ee | se as os EE: A > ae. | & 
Vers. Nr. | SES |S¢"/ O98 | 28 | 59 |SkR| & | S| SP = 
u. Datum /zeles| me | sa) 4 |ses| 2 155) ss/ 2 
ei) 2° S| S | 83/368] 2 | aelae | 
—~l'o tS < li SM] S | aS | aed 
ig — —| ac TS 
ei ) / 
1 | 75 com | 25 ca com '0, 0 “Tr 50 ccm} 2000 g} 5 ccm | 0,103 | 0,064} 0,088 |(—) 
i (5 KLE 2 K.E.) 
2 ” ” "105 »| oo» 1800 |7,,(,,)} 0,082} 0,050) 0,055 |(—) 
‘ a » 10 |» 1850 |7,.(.,)| 0,095| 0,038] 0 ,050 (+) 
27.1.| 4 ne « eal ws 1900 |8,,(,,)) 0,083} 0,030] 0,047 t*? 
1925.| K.| ,, | »| | 1750 17,,(0)] 0,093] 0,095 0,009 (—) 
| } 
(Eiw. } | | | 
1322) | | | | 
1 | 75 cem | | 25 ccm} 0,0 ,, | - 2100 | 6 ccm | 0,093} 0,088 | 0,088 |(—) 
ai. (5 K.E.)| (2 K.E.)| 
2} om | ow [05 wl] 1900 | 5,,(,,) 0,078| 0,086 | 0,072 |(—) 
3 o 1 « al « 1850 | 8,,(,,)| 0,105} 0,047 | 0,066 \(—) 
4 ee gee TS rs 1830 |7,,(,,) 0,079} 0,072) 0,078 |(—) 
4. IT 5 » | » oo a 1780 6 » (9 )| 0,095 0,082 | 0,084 |\(—) 
1925.| K.| ,, |» |1,0 | 2 1880 “i 7» (0) 0,105 0,120) 0,100 |(—) 
} 
(Eiw. | | 
14%) | | 
III. 1 | 75 cem | 25 ccm 11,0 ‘ . 2300 | 6 cem | 0,092) 0,042) 0,062 (- ) 
(5 K.E.) | 1,6 K.E.)| 
10. III} 2 | 2700 |8,,(,,)| 0,090| 0,030 | 0,045 (+) 
1925.| K.| ,, — |10 »| » | 2550 | 9,,(0)) 0,087 0,089 | 0,091 —) 
| 
xv. ig | 25 cem|2,0 ,,| 4 | 1980 | 9 ccm | 0,097) 0,061] 0,064 (—) 
30. I. (5 K.E.) (2 K.E.)) 
1925. | K. ” | — |20 , in 1900 |8,,(0)} 0,090) 0,087 | 0,091 \(—) 
| | | 
| | | 
os » |25cem|/2,0 ,,| , | 2100 |10 ccm -_ 0,055 | 0,070 (—) 
26. I. (5 K.E.) (2 K.E.) 
1925. | K. - | ~- | 1,0 - 2050 |7,,(0) — ad 0,081 (—) 
K.=Kontrolle. 


mindert; das andere ist eine toxische Substanz, die auf die Medulla ob- 
longata wirkt, den Blutzucker vermehrt, die Einspritzstelle des Tieres 


reizt und dort einen sterilen Abszess bilden kann. 
enthalten auch derartige toxische Substanzen. 


Verschiedene Extrakte 
Uber diese Sache will ich 


mich hier nicht auslassen, aber die Injektion des Gemisches kann manchmal 
Vermehrung des Blutzuckers hervorrufen; deshalb priifte ich noch andere 


Methoden. 
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B. Gerbsiiure-Methode. 


Die Isolierung des Pankreashormons durch Gerbsiiure ist eine der 
verschiedenen Methoden, welche Prof. Dr. T. Kumagai fir die Isolie- 
rung des Hormons gebraucht hat. Ich wandte sie fiir seine Isolierung aus 


dem Blute in folgender Weise an. 


Versuchsgruppe V. 


Bei diesen Versuchen gebrauchte ich Schweineserum, welches allein 
keine blutzuckervermindernde Kraft zeigt. Ich setzte 75 cem Serum 5 
Kanincheneinheiten von rohem Pankreasextrakte zu und verdiinnte die 
ganze Menge unter Zusatz von Wasser ums doppelte und fiigte tropfen- 


weise 102%4ige Gerbsiiure hinzu, bis keine Triibung mehr entstand (ca. 


Tabelle V. 
(Versuchsgruppe V) 
















































































= , Z i tz2 Blutzucker (22) 
e /fe6| = | 3 Pa |ees 12 
‘ Y SS oth ont 2S _ 2 Sh i S-> | So] B, 
Vers. Nr. g Ewa 3 EBN o & eo else iaseig 
u. Datum oS |S: we a= Gi isc.) 7 Sas | Ba | Z 
E Zoa| <4 =~ 156. (¢86] 6 | sc lscly 
vA ° Bees j~ SC) & lee | +e 
| | J | 
Rs 1430¢| 3.cem | 0,124 2 | 0,0647 (-) 
113 cem} 38 cem | 75 cem| 45 com (2 K.E.) 
II.v.| 2 7,5 KE 1420 ,,|1,5,, (,,)| 0,104] 0, 72.|0,0692( —) 
1925. | x13 .| — 1% .|@ 1550,,/ 3 ,, (0 } o 0,115 0,125 | 0,110 (-) 
ag | | PCE PS ag 
IV. | 1] | | 1130,,| 2 ccm | 0,084 | 0,054 | 0,0589(—) 
18.V.| |150 ,,|50 ,, |100 ,,| 70 ,, (14 KF) 
1925. | 2 | pn | 1040 ,,|1, >» (I) 0,081 | 0,069 | 0,0817(—) 
VIL. | 1| | | 1320,,| 2 ccm | 0,082! 0,048 0,0742(—-) 
21. V. 45 ,|18 , |30 ,|28 ,, (14 KF.) 
1925 > 2,5 K.E | atid au @) 0,091 0,040 00850) +) 
vill. | 1 | 1360,,| 3 cem | 93) 0,040| 0,03 50(—) 
21. V. | 75 »|2 » | 50 | 53 y, (2K.E.) 
1925. | 2 35 KE) 1300 »|1 rm 0) 0,090 | 0,055 | 0.0615 (- ) 
| ! 
ay, | 1/45 , /18 it « | 30 , 1000,,| 3 3.cem_ om 0,085 | 0,0855 (—) 
1925. | | ape | — | | | 
; | 


K.=Kontrolle. 
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20-302). Das Ganze wurde 24 Stunden stehen gelassen, dann méglichst 
vollstiindig filtriert und so gut wie méglich ausgepresst; dem Riickstand 
wurde Alkohol zugesetzt, bis der Alkoholgehalt 70-8024 erreichte, dann 
auch noch 1% Schwefelsiiure hineingefiigt. Dies wurde nach 24 Stunden 
nochmals filtriert, dem Filtrat eine gleiche Menge Ather zugesetzt, nach 
12-24 Stunden dekantiert, im Vakuum-Exsikkator auf Schwefelsiiure 
getrocknet, endlich in kleiner Menge angesiiuerten Wassers (1 Tropfen 20 
Vol. 24 H,SO, in 50 cem Aq. dest.) aufgelést und dies in die Unterhaut 
des Kaninchens eingespritzt. Ich konnte durch diese Methode iiber die 
Hiilfte des enthaltenen Hormons zuriickgewinnen. Die Resultate werden 


in Tabelle V gezeigt. 


C. Aceton-Pikrinsiiure-Methode. 


Diese Methode wurde von Baker, Dickens und Dodds” Mikro- 
mothode zur Herstellung des Pankreashormons genannt. Ich wandte diese 
Methode zuerst fiir die Isolierung des Pankreashormons aus dem Blute an 
und konnte ziemlich gute Resultate gewinnen. Die Methode und die 
Resultate werden im Folgenden beschrieben. 


Versuchsgruppe VI. 


30 ccm defibriniertes Blut wird mit 0,7 g Pikrinsiiure und etwa 25 
ecm Aceton versetzt und so gut wie méglich gemischt. Man kann die 
Mischung in folgender Weise erzielen: Zuerst wird Pikrinsiiure in einem 
Morser mit kleiner Menge Blut gut zerrieben, bis das Ganze homogen und 
pastés wird, also muss mehrmals nur wenig Blut zugesetzt und zerrieben 
werden; in dieser Weise wird das Blut schliesslich mit Pikrinsiiure voll- 
stiindig gemischt, und endlich wird Aceton hinzugefiigt und gut gemischt, 
zentrifugiert und schliesslich dekantiert. Der Riickstand wird mit ca. 
25 ccm 70% Aceton versetzt, mit einem Glasstibchen gut umgeriihrt, 
zentrifugiert und dekantiert. Der Riickstand wird nochmals mit ca. 25 
ecm destilliertem Wasser genau wie vorher behandelt und dekantiert. 
Alle obigen, 3 mal dekantierten Fliissikeiten werden zusammengetan und 
ihr Aceton durch F aust’schen Apparat vertrieben, zentrifugiert, dekantiert 
und schliesslich einige Male mit Ather gewaschen. Der Bodensatz wird 
mit 5-6 ccm Salzsiiure-Alkohol (25 cem n/3 HCl zu 75 cem 95% 
Athylalkohol) gut gelést, zentrifugiert und die obere klare Fliissigkeit 
dekantiert oder mit Saugpipette aufgesaugt. Dieser alkoholischen Lésung 
wird die 10 fache Menge Aceton zugesetzt, dabei entsteht gelbweissliche 
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Triibung. Die Flissigkeit wird zentrifugiert, dekantiert, mit Ather einige 
Male gewaschen und endlich im Vakuum-Exsikkator auf Schwefelsiiure ge- 
trocknet. Das Endprodukt, d. h. Pankreashormon wird mit kleiner Menge 
angesiiuerten Wassers (1 Tropfen 20 Vol. % H, SO, in 50 cem Aq. dest.) 
gelést und in die Unterhaut eines 24 Stunden lang hungernden Kaninchens 
eingespritzt. 

Am Ende muss ich sagen, dass man bei dieser komplizierten Behand- 
lung vorsichtig sein muss, um keinen Verlust des gewonnenen Produktes 
zu erleiden. 

Die Resultate bei dieser Methode waren sehr gut, wenn sie auch ziem- 
lich kompliziert ist, und ich konnte beinahe die ganze Menge, wenigstens 
80-902 des enthaltenen Pankreashormons zuriickgewinnen. Alle Resul- 


tate sind aus folgender Tabelle zu ersehen. 


Tabelle VI. 


(Versuchsgruppe VI) 
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45 ecm | 18 ecm} 1,0 g | 35 cem | 10402 1,5 ccm | 0,096 0,036 | 0,039 (+) 
(3K.E. 



























































= ® ( 4 | (1 u.) 
33 » Te le » |1120,|) 4, | 0,091! 0,055] 0,061 (—) 
SEs 
Erte | < | | 
Ec-| IL}, | - . » | 1000,,| 2cem | 0,076] 0,030 | 0,036 (+) 
hk | i a i | aK) weet 
he { | - | 
K.| , | _ | . | » | 1050,,| 4ccm o,000| 0,00 0,089 | 0,100 | 
pil | | OK.E,) E 
2 | | l 
a S/IV.) 30 cem | Ie com | 0,7 g | 25 ccm 1080,,| 1,5 ccm | % 0,107 | 0,061 | aad | +) 
ae7|__| (2K.E,) } (IK.E.)| _ | 
ger). | -. | | l 
a |e] « | _ | » | | 1030,,| 3ccem | 0,080; 0,068} 0,089 (—) 
ea | (0K.E.) 
| | 
| V. | 30 cm | 12 com ™ | » | 1250 | 1,5 ecm | 0,099| 0,067 | 0,051 (—) 
B |__| (2K.E) | \KE)| te 
—e| _ | - | }, 
3.4,;|K.}  » — = 1040,,| 3ccm | 0,097) 0,075 (—) 
Ess! || | }OK.E)| _| | 
hs | | | | | | 
VI ” 12 cem | -— & ~ 1050 ,, | Ay ccm 1 0,096 | 0,041 | 0,043 | (+) 
| @QK.E) | | \(1K.E. ae 
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Wenn wir alle obigen Versuchsgruppen zusammenfassend und ver- 
gleichend betrachten, so ist fraglos die letzte Methode am besten, obgleich 
sie ziemlich kompliziert ist. Ich habe anfangs meistens die Alkohol-Schwe- 
felsiiure-Methode, spiiter nur noch die Aceton-Pikrinsiiure-Methode ange- 
wandt. Anstatt in den folgenden verschiedenen Versuchen jede einzelne Me- 
thode zu beschreiben, scien hier die zwei gebrauchten Methoden angegeben. 


Alkohol-Schwefelsiiure-Methode. 


75 ecm defibriniertes Blut wird mit 1,0 cem Schwefelsiiure (9520) 
und 200 cem 95294 Alkohol versetzt. Aus diesem Gemisch wird das 
Extrakt bereitet. 


Aceton-PikrinsiureMethode. 


30 cem defibriniertes Blut wird mit 0,7 g Pikrinsiiure und etwa 25 


ecm Aceton versetzt und 5-6 cem HCl-Alkohol gebraucht. 


I. Pankreashormon im Blute normaler Kaninchen. 


Kaninchen sind die gebriiuchlichsten Versuchstiere, und meine Ver- 
suche wurden hauptsiichlich mit ihnen gemacht, deshalb wollte ich zuerst 
das Pankreashormon im Blute normaler Kaninchen messen. 

Mit Tofukara gefiitterten Kaninchen wurde Blut mittels der Carotis- 
kaniile am Morgen, als sie niichtern waren, ohne Narkose bis zum Tod 
defibrinierend entnommen. Das Pankreashormon wurde aus dem Blute 
mittelst der Alkohol-Schwefelsiiure oder der Aceton-Pikrinsiiure-Methode 
isoliert, in die Unterhaut von 24 Stunden hungernden Kaninchen injiziert 
und die dadurch verursachte Blutzuckerverminderung bestimmt. Die 
Resultate werden in Tabelle VI gezeigt. 

Wie aus Tab. VI ersichtlich, verminderte das Pankreashormon, 
welches aus 30 ccm Blut durch die Aceton-Pikrinsiiure-Methode priipariert 
worden war, den Blutzucker um 18 bis 21 9%, im Durchschnitt um 20% das- 
jenige, welches aus 40 bis 55 cem durch die Alkohol-Schwefelsiiure-Me- 
thode isoliert worden war, um 13 bis 17%. 

Nach Best, Scott und Banting konnten 10 cem Kaninchenblut 
den Kaninchenblutzucker etwa um 50% vermindern, und 60 ccm Hunde- 
blut riefen Kriimpfe beim Kaninchen hervor. Aber bei uns verminderte 
das Alkoholextrakt, das aus 140 ccm arteriellem Blut eines 24 Stunden 
hungernden Hundes extrahiert worden war, den Kaninchenblutzucker im 
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Tabelle VII. 


Pankreashormon im Blute normaler Kaninchen. 

















‘ 3 | - oe : Blutzucker (2) 
ee | Ba | 2 | Uwe | 831 Bs [72K 
As | oe | ® | 88 | £3 | Se | o | 22) 82 
-3 a ; i) 5 & an S&S | soe | ce 
EA | sae > | 28 | BB | ge | 3 18S) 85 
23 | 3. S | SEs | #8 155/27 | 2tlaz 
re] ee] & | agh™ | oa | eM] Ss Sess 
| eq | PrP 1Ag\|(s 
LXIV. | Acet.- | 
27. VI. | 1550 g | 30 ccm | Pinkrins.-| 3cem | 1840 g | 0,094, 0,074 | 219 
1925, | | Meth. | 
| | | | | | 
LXV. | | | | 
27. VI. | 1280,,| _,, - » | 1300,, | 0,096| 0,077! 0,079) 20,, 
1925. | | 
LXVI. | | | | 
28. VI. | 1750,|/ , | » » | 1150,, | 0,088) 0,075 18,, 
1925 | | 
= Alkoh.- | 
23. IV 2300 ,, | 25 cem |Schwefels.-| 7 ccm | 1400,, | 0,104) 0,086; 0,096) 17,, 
1925 | | Meth. | | | 
} | 
I | | 
. | | 
24.1V. | 2300,/ , | » | 8 » | 1250,,| 0,088! 0,076| 0,080} 14,, 
1925 | 
| | 
aa | | a | 
27. 1V. | 1550,,| 40cm} , | 6 » | 1500, | 0,087| 0,076) 0,081) 13, 
1925. | | | | 





Dies ist das Verhiiltnis der Verminderung des Blutzuckers zu dem vor der Injektion. 


Durchschnitt, nur um 72%, auch das, welches aus 140 ccm arteriellem Blut 
des Vagus-gereizten Hundes extrahiert worden war, um 20-40%, im 
Durchschschnitt um 4026. Auch bei Sato verminderten 100 bis 200 ecm 
Carotisblut der normalen Hunde den Kaninchenblutzucker um 11 bis 24%. 
Da aber das Pankreashormon im Blut durch die Aceton-Pikrinsiure- 
Methode fast vollstiindig und durch die Alkohol-Schwefelsiiure-Methode 
ca. um die Hiilfte isoliert werden kann, glaube ich, dass das in 30 ccm 
Kaninchenblut natiirlich vorhandene Pankreashormon wahrscheinlich nur 
in einer Menge, die den Kaninchenblutzucker um etwa 202% vermindert, 
vorhanden ist. In den folgenden Versuchen und auch in meinem anderen 
Versuche ,, Die innere Sekretion des Pankreas und N. vagus“ konnte ich 
niemals durch 30 ccm Blut bei den Kaninchen Kriimpfe hervorrufen. 
Wenn soviel Pankreashormon im Blute vorhanden wiire, wie Best, Scott 
und Banting mitteilen, dann miisste ein Kaninchen einige Kaninchen- 
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einheiten Hormon, d. h. wenigstens schon die letale Dose im Blute allein ent- 
halten. Wiire das der Fall, so miisste es etwas geben, was physiologisch 
antagonistisch gegen Pankreashormon wirkt, oder ein grosser Unterschied 
zwischen dem natiirlich im Blute enthaltenen Hormon und dem kiinstlich 
isolierten bestehen. Das ist aber kaum denkbar. Nach Best, Smith 
und Scott soll Pankreashormon (oder eine derartige Substanz) in den ver- 
schiedenen Organen oder Geweben durch Athernarkose abnehmen, aber 
das war bei mir nicht der Fall, d. h. es gibt keinen merkbaren Unterschied 
des Hormongehaltes zwischen den narkotisierten Kaninchen und den nicht 
narkotisierten. Deshalb glaube ich nach meinen Erfahrungen, dass in 
Wirklichkeit Pankreashormon in 30 ccm Blut normaler Kaninchen nur 
in einer Menge, welche Kaninchenblutzucker um etwa 2024 vermindert, 
vorhanden ist. 


II. Pankreashormon im Blute hungernder Kaninchen. 


Bei meinen Versuchen zeigte der Blutzucker der Kaninchen wiihrend 
des Hungerns von 1 bis 5 Tagen geringe Schwankungen und zwar meistens 
sehr minimale Verminderung oder gar keine Veriinderung (Siche Tabelle 
VIII). 

Chauveau” bemerkte im Jahre 1859, dass sich Blutzucker durch 
Hunger nicht vermindert; Fujii” teilte mit, dass er sich im Anfang des 
Hungerns etwas vermindert, am Ende aber etwas vermehrt. Morita’? beo- 
bachtete auch, dass er wiihrend des Hungerns fast unveriindert blieb. Also 
stimmen die bisherigen Ergebnisse im allgemeinen mit den meinen iiberein. 

Wie ist nun das Pankreashormon im Blute wiihrend des Hungerns? 
Dies ist eine interessante und wichtige Frage fiir die Aufkliirung des 
Wirkungsmechanismus des Pankreashormons. Ich habe diesbeziigliche 
Untersuchungen angestellt. Die Resultate werden in Tabelle VIII 
gezeigt. 

Wie aus dieser Tabelle ersichtlich verminderte das Pankreashormon, 
das durch die Aceton-Pikrinsiiure-Methode aus 30 ccm Blut 24 Stunden 
lang hungernder Kaninchen isoliert worden war, Kaninchenblutzucker im 
Durchschnitt um ca. 2024 ; das eines 5 Tage lang hungernden im Durch- 
schnitt um ca. 22%. Das Alkoholextrakt der hungernden Kaninchen 
zeigte auch fast die gleiche blutzucker-vermindernde Kraft wie das der 
normalen. Deshalb kann man sagen, dass das Pankreashormon im Blute 
hungernder Kaninchen in fast gleicher Menge wie in dem normaler vor- 
handen ist. 
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Pankreashormon 


Tabelle 


im Blute 





Vers. Nr. 
u. Datum 


LXVII. 


28. VI. 1925. 


LXVIITI. 


29, VI. 1925, 


i 5 

2. V. 1925. 
bse R 

18. V. 1925. 
IV. 

29. V. 1925. 


vin 
4. V. 1925. 


TX. 
4, V. 1925. 


1. V. 1925. 
VIII. 


3. V. 1925, 
LXIX. 
1, VII. 1925. 


LXX. 
1. VII. 1925. 


| 


= 2 
5 8 = 2 
ve os - a 
S he 
=o S & 
ce 25 
& £5 
oS anf -_— 
th — 


1800 g 1 Tag 


1710,, i 


| 
1 220 ” ” 


| 
| 2200 ,, | 


| 
| 
} 
| 
| 
| 








2900 ,, | 2 Tage 
1350 ,, | 

1260,,;3 ,, 
2500 ” 4 ” 
1850,,|4 ,, 


1650,,/5 5, 


1700,,|5 








Normal 
gefiittert 


0,094 


0,082 





0,090 


0,088 


0,089 


0,096 


0,087 


0,093 


0,094 


0,102 











| 


Blutzucker (2) 





| 














é pe ta é ‘ 
bo o. | & ee Be 
= =” = <* o> eae 
a en es} ~ | is 
a. at 2 a i. 
| | 
| | 
0,084 | — _ -|- 
00900} — | ~— — | = 
| | | 
| 
0094; — | — oe | ~_ 
0,087 | 0,087 | _ _ | _ 
lott. _.| 
0,084 | 0,080 | 0063; — | — 
| 
| 
—- }|-— 0,095 | — _ 
0,088 | 0,088 | 0,089 | 0084] — 
0,093 | 0,093 | — _ _ 
0,094 | 0,089 | 0,090 | 0,091 | 0,089 
0,099 | 0,099 | 0,098 | 0,090 | 0,095 


III. Pankreashormon im Blute der mit Pilokarpin 


injizierten Kaninchen. 


Nach den ausfiihrlichen Untersuchungen von Kumagai’ und Osa- 
to™™ ist es ganz klar, dass die Pankreassekretion durch Pilokarpininjektion 
enorm gesteigert uud die Fermente des Pankreas, besonders Diastase, als 


Inkrete durch den Ductus thoracicus ins Blut geschickt werden. 
derseits konnten Collazo und Dobreff™ die iiussere Sekretion des Pank- 


An- 














































reas durch Pankreashormoninjektion steigern. 
gen kann man leicht schliessen, dass zwischen iiusserer und innerer Sekre- 
tion des Pankreas ein inniges Verhiiltnis besteht und infolgedessen seine 
sogenannte innere Sekretion, d. h. die Sekretion der Langerhans’schen 
Ich injizierte also 





Inseln, durch Pilokarpininjektion geférdert wird. 
Pilokarpin in die Unterhaut normaler oder hungernder Kaninchen, um 
Die Re- 











seinen Einfluss auf das Pankreashormon im Blute zu erkennen. 
sultate sind in folgender Tabelle zusammengefasst : 
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VIII. 
hungernder Kaninchen. 
| Page , Blutzucker (22) to 
| gx | gs a 
Menge Methode d. Pe) cs sity ei gsi ce 3 
| d. Darstellung d. ~~ cag A | 3A <= | 3s 
| Blutes Hormons Pach & s so | 80 | EB 
oa |e? | & | Se | fe | Ws 
| - as =e if 
| | 
| ‘lta 
| 30 cet.- Pikrins.- ian 58) OF 1.075 —. i wie 
| 30 ccm Methode ecm | 1630 g | 0,095 0,075 | 22% 
| | 
“ - - 1180,,| 0,094 | 0076 | — | 19, 
» | Almoh Sehwetels- | 4 ccm | 1150,,| 0,089 | 0,075 | 0,092 | 16,, 
| 
| 
35 ccm “ 6 ,, | 1380,,| 0,087 | 0,078 | 0,077 | 12,, 
| 
30 ” ” 5 ” 1260 ” 0,034 0,080 0,074 12 ” 
| 
0 , " 3, | 1160,,| 0,078 | 0,079 | 0,081 jm 
| 
20 ,, "= | 4, | 1410,,| 0,084 | 0,077 | 0,082 9,, 
30 cem " 15 , | 1400,,| 0,091 | 0,030 | 0,82 | 12,, 
| 
™ re |S 1320 ,, | 0,093 | 0,090 | 0,075 19,, 
| 
Acet.-Pikrins.- e . . we P 
” . Methode 3ecem | 1650,,} 0,084 0,067 _ 21,, 
we : - 1200,, | 0,095 | 0,071 _ 24,, 


Aus diesen Untersuchun- 
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Tabelle 


Pankreashormon im Blute der mit 


























f= Blutzucker (22) Blutzucker (22) | 

| Bs | os -—_—— , — ~ 

y _ | wm = - a u | u = 2 ony a°3> 
Vers. Nr. | “G e 2 = 3 | £ = & s= | 
u. Datum | 44 oe £23 | Pa | Fe | #8 - , 
| 5 S82)|E&= | sf) Bf | Be = ss 
| ~titni~= i a & aS | 
” = | of = Bs ag 

| j } 

— | | 
5. ote 1300g| — wn _ — | 0,01 g| 0,093 | 0,142 | 
XV. ‘ 
oe an | 2 ~~ = a — | 0,02 0,094 | 0,190 | 
6. y . 1925. ” ’ ” ’ ’ 
| 
nv as. 2500 "| = on _ — | 0,02 ,,| 0,094 | 0,192 | 
XVIII. : , =— 
oy as | 2, | - a ” — | 002 ,,| 0,002 | 0,151 | 
. | 1100,,/ 1 | 0082) — — |0,008,,| 0,097 | 0,139 | 
| 
xy | | | 
a © ee | } 1 - - — |oo1 ,,| 0,081 | 0,195 | 
| | 

XX. “oo ‘ , ‘ 
20, V. 1988, | 1850 » _ 0,093 | 0,091 | — | 0,02 ,,| 0,099 | 0,187 | 
ae | | 
4.V 1995, | 1080,| 2 | 0,094) — 0,095 | 0,01 ,,| 0,095 | 0,114 | 











Aus dieser Tabelle ersieht man, dass das Alkoholextrakt von 25 bis 
40 cem Blut mit Pilokarpin injizierter Kaninchen den Kaninchenblut- 
zucker um 10 bis 2026 vermindert, d. h. dass es fast keinen merkbaren 
Unterschied zwischen der Hormonmenge mit Pilokarpin injizierter Ka- 
ninchen und der normaler gibt. Die Versuchskaninchen zeigten alle deut- 
liche Pilokarpinsymptome, folglich nahmen Blutzucker und Diastase im 
Blute bei ihnen deutlich zu. Die Wohl gemuth’sche 24 stiindige Methode 
wurde angewandt, um die Diastase im Blute zu bestimmen. In unserer 
Klinik hat Sato schon das Pankreashormon aus dem arteriellen und ve- 
nésen Blut und auch aus der Lymphe mit Pilokarpin injizierter Hunde 


gemessen und keine deutliche Vermehrung desselben gefunden. 
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IX. 


Pilokarpin injizierten Kaninchen. 






































Diastase (Limes) & | Sa | : Blutzucker (2) | 2 
= | = Ee .: ee 4 
| P ~~ | coe | o.= — |. won s -£ 
=> | se = | Methode d. | 2 Bo om | Sh | E>] TS 
» | sei ® f2| Ss | 2 | 22/42) 53 
- | 3 ~ Darstellung 5 gi ae] | a” en 
. | 2 % d. Hormons| Be | 57: | 3 | ZU | st) 
5 | 23] § | }o | M7 1 5 (2g | 28 | 
FP jag] = | —- | & lawl ss | 
| Alkoh.- = ee 
0,062 | 0,031 | 25 ccm | Schwefers.- | 5 cem| 1200 g | 0,074} 0,085! 0,082} 7U8*® 
| Methode j}nommen 
| 3 
0,062 | 0,007 | 35 ,, | " 7 , | 1640,, | 0,091| 0,072] 0,077 | 202% 
| | | 
0,062 | 0,015 | 40 ,, | - 9 ,, | 1620,, | 0,086 = 0,072| 16,, 
0,120 | 0,030 | 35 ,, | me 8 ,, | 1580,, | 0,079) 0,070) - 13,, 
» 4 bad i Oo, +4 Wid | -“ 
0,120 | 0,015 | 30 ,, | ‘ 7 4 | 1220,, | 0,085} 0,073/ 0,082) 14,, 
| 
| | 
0,120 | 0,007 | 30 ,, | n 8 ,, | 1600,, | 0,082 0,076) 0,081] 10,, 
| | 
0,060 | 0,0037 | 40 ,, a 9 ,, | 1500,, | 0,090] 0,079/ 0,083/ 13,, 
—_ po} | 
0,120 | 0,0150| 30 ,, | m 7 , | 1200,, | 0,082| 0,072! — | 12 
| 








IV. Pankreashormon im Blute der mit Adrenalin 
injizierten Kaninchen. 

Seitdem F. Blum™ im Jahre 1901 gefunden hat, dass Glykosurie 
bei mit Nebennierenextrakt injizierten Kaninchen oder Hunden auftritt, 
sind die Arbeiten iiber das Verhiiltnis des Nebennierenextrakts zum Blut- 
zucker oder Gly kogen unziihlbar geworden, insbesondere seit Isolierung des 
Pankreashormons gingen derartige Untersuchungen nach verschiedenen 
Richtungen. In unserer Klinik hat Ohara™ schon folgende Punkte auf- 
gekliirt : 

(1) Pankreashormon liisst sowohl normalen Blutdruck als auch den 
durch Adrenalin gesteigerten nicht sinken. 

(2) Es iibt keinen Einfluss auf die Menge der Ringer’schen Lésung 


aus, die man nach Laewen-Trendelenburg’scher Methode durch die 
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peripheren Gefiisse strémen liisst. 

(3) Es iibt keinen Einfluss auf die Bewegung des isolierten, iiber- 
lebenden Darms oder Uterus aus. 

(4) Es iibt weder auf normale Augen noch auf die Adrenalinmy- 
riasis Kinfluss aus. 

Aus obigen Ohara’schen Untersuchungen ersieht man, dass Pankreas- 
hormon allgemein physiologischen Wirkungen des Adrenalins nicht antago- 
nistisch gegeniiber steht—natiirlich die blutzuckersenkende Wirkung ausge- 
nommen. Nach A be" erfolgt lebhafte Adrenalinsekretion und folglich Gly- 
kogenmobilisation bei Hy poglykiimie durch Pankreashormonvergiftung, um 
dadurch den abgenommenen Blutzucker wieder zu ersetzen, nach N oita™ 
vermindert sich dann auch der Adrenalingehalt der Nebenniere. Wie ist 
nun die Funktion des Pankreas und besonders das Verhalten des Pankreas- 
hormons im Blute beim umgekehrten Zustand, d. h. bei der Adrenalin- 
hyperglykiimie? Soviel ich weiss, gibt es keine Untersuchung dariiber. 
Deshalb habe ich das Pankreashormon im Bluteder mit Adrenalin injizierten 
Kaninchen untersucht. Die Resultate sicht man in der folgenden Tabelle. 














Tabelle 
Pankreashormon im Blute der mit 
| Blutzucker (2) 
Vers. Nr. | én Gew.| Aton —| Menge d. 
u. Datum | d. Kanin. (1: 1000) vor d. Inj, | 2 Stunden | — Blutes 
vor @. “| nach d. Inj. 
XLIX. 1300 1,0 ce 0,085 0,190 30 ce 
25. VI. 1925. 300 g 0 ccm 085 19 30 ccm 
os ‘Wi tom. 1500 ,, 10 , 0,088 0,22 5 , 
LI. 1850 12 0,095 0,248 3 
26. VI. 1925. i vies salle ’ _ om 
LIT. 1700 1,0 0,089 0,205 30 
26. VI. 1925. a 9» “as cas ” 
IIT. — - re 
8. wae 1925. 1550 ” 1,0 ” 0,085 0,218 uJ ” 




















Je von 10 cem Blut gewonnenes Pankreashormon wurde in je 1 ccm angesiiuerten 


Aus dieser Tabelle geht hervor, dass im Blute der mit Adrenalin inji- 
zierten Kaninchen mehr Pankreashormon als in dem normaler vorhanden 
ist; das Pankreashormon in 25 ccm Blut ersterer, welches durch Aceton- 
Pikrinsiiure-Methode isoliert wurde, verminderte niimlich den Kaninchen- 
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blutzucker im Durchschnitt um 192%, das in 30 cem im Durchschnitt um 
24%. Deshalb kann man sagen, dass sich Pankreashormon im Blute bei 
Adrenalinvergiftung zu vermehren scheint. 


V. Pankreashormon im Blute der mit Thyreoidin 
gefiitterten Kaninchen. 


Es ist schon mehrfach behauptet worden, dass die Schilddriise zum 
Pankreas antagonistisch wirkt und Einfluss auf den Kohlehydratstoff- 
wechsel ausiibt. Nach Lorand™ vergréssern sich die Langerhans’schen 
Inseln durch Exstirpation der Schilddriise. Tsuji*? hat auch bei thy- 
reoidektomierten weissen Miiusen gesehen, dass sich die Langer hans’schen 
Inseln dabei vergrésserten. Auch scheint nach Takeya*? die Wirkung 
des Pankreashormons auf thyreoidektomierte Kaninchen stiirker als auf 
normale zu sein. Wie ist aber das Verhalten der inneren Sekretion des 
Pankreas nach Fiitterung oder Injektion von Schilddriisenpriiparaten ? 
Matsuoka™ hat Atrophie der Langerhans’schen Inseln bei iibermiissig 











~~ 
Adrenalin injizierten Kaninchen. 
: ; | Blutzucker (22) G 
Darstellung a. | Korp- Gew. | | Vermin: 
aa d. Kanin. | 1 Inj 23 Stunden | 44 Stunden ‘sare 
— ; Vora. “1 | nach d. Inj. | nach d. Inj. | °°P"S 
Sa 1300 g 0,084 0,062 0,070 262% 
- 1470 ,, 0,080 0,065 0,065 19,, 
as 1760 ,, 0,097 0,073 0,086 4, 
, 1450 ,, 0,092 0,071 0,083 20, 
~ 1480 ,, 0,085 0,064 0,077 25 5, 

















Wassers gelést. 


mit Schilddriisen gefiitterten jungen Hunden gefunden. Nach Riu*® 
wird Glykogenaufbewahrung in der Leber durch Fiitterung mit Schild- 
driise gelhemmt. Was ferner den Zustand des Pankreas bei den Basedow’- 
schen Krankheiten anbetrifft, so fanden Pettervel® und Johan Holst” 
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bei Morbus Basedowii pathologische Veriinderungen, z. B. Nekrose, Ver- 
kleinerung, bisweilen bindegewebige Umwandlung der Langerhans’schen 
Inseln. Ferner scheint nach Wakabayashi,” Takeya u. a. keine Ab- 
hiingigkeit des Blutzuckers von der Fiitterung, der Injektion oder der Ex- 
stirpation der Schilddriise zu bestehen, obgleich Riddle” die Abhiingig- 
keit der Blutzuckermenge von dem Gewicht der Schilddriisen und der 
Nebennieren bei Taubengeschwistern untersucht und berichtet hat, dass 
Schilddriisen und Nebennieren bei denen, welche niedrigen Blutzucker 
haben, schwerer sind als bei denen, welche hohen Blutzucker haben. Wie 
schon erwiihnt, liisst sich ein inniges Verhiiltnis zwischen der Schilddriise 
und der inneren Sekretion des Pankreas vermuten. Deshalb habe ich auch 
das Pankreashormon im Blute mit Schilddriisenpriiparaten (Thyreoidin) 
gefiitterter Kaninchen gemessen. Die Resultate sind in folgender Tabelle 


zusammengefasst. 











Tabelle 
Pankreashormon im Blute der mit 
| Thyreoidinfiitterung Korp. Gew. Blutzucker (2) 
Vers. Nr. 
u. Datum a i. | vyord. | nach d. | vord. | nachd. 
ced a Fiitterung | Fiitterung | Fiitterung | Fiitterung 
} } | } 
og Vivig2s, | Tage | 11g | 1300g | 1000g | 0,090 0,107 
— P i 1100 ,, 970,, | 0,085 0,100 
os Vy ges, | 6Tage | 1,3¢ | 1000, 850,, | 0,085 0,088 
AVI. > oe . 
= " 7 1100,, | 800, | 0,087 0,085 
LIX. / = = 
os Ue ie e ” 1500,, | 1120,, 0,093 0,087 























Je yon 10 ccm Blut gewonnenes Pankreashormon wurde in je 1 ccm angesiiuerten 


Wie aus dieser Tabelle ersichtlich, verminderte Pankreashormon in 
530 ccm Blut, welches durch Aceton-Pikrinsiiure-Methode isoliert worden 
war, Kaninchenblutzucker um 14-21%, im Durchschnitt um etwa 18%, 
obgleich er bei einem Fall nur um 8% vermindert wurde. Also sieht 
man, dass Pankreashormon im Blute durch Thyreoidinfiitterung fast un- 
veriindert zu bleiben oder nur wenig abzunehmen scheint. 
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VI. Pankreashormon im Blute pituitrininjizierter Kaninchen. 


Seit langem haben viele Forscher vermutet, dass Hypophyse oder 
Pituitrin am Kohlehydratstoffwechsel beteiligt ist, und es gibt nicht wenig 
Arbeiten dariiber. 

Borchardt ™ hat das Extrakt der Hypophyse in die Unterhaut der 
Kaninchen injiziert und dadurch entstandene Hyperglykiimie und Gly ko- 
surie bemerkt. 

Miller und Lewis* haben das Extrakt des hinteren oder vorderen 
Lappens der Hypophyse in die Unterhaut oder in die Bauchhéhle von 
Hunden injiziziert und dadurch entstandene voriibergehende Glykosurie 
gesehen. Hingegen hat Stenstré6m™ bei mit Pituitrin subkutan inji- 
zierten Kaninchen weder Glykosurie noch Hyperglykiimie, sondern bei 














XI. 
Thyreoidin gefiitterter Kaninchen. 

Menge d Methode d. | Ké6rp. Blutzucker (76) | _| Grad d. 
Blut as * ype d. 1 Ini | 24 Stunden, 44 Stunden —_ 
ormons anin. | vor. d. Inj. [nach d. Inj.| nach d. Inj. derung 

30 com | Accton Fikrins- | 1400g | 0,090 0,073 0,073 | 189% 

~ “ 1300 ,, 0,082 0,076 0,081 | 8, 

" a 1600 ,, 0,088 0,069 0,076 | 21, 

a . 1490,, | 0,081 0,068 0,069 | 17,, 

” - 1520 ,, 0,085 0,072 0,073 14,, 




















Wassers gelist. 


mit relativ grosser Menge Pituitrin intravends injizierten voriibergehende 
Glykosurie gefunden. 

Auch hat Narabayashi* keine Veriinderung des Blutzuckers bei 
mit Pituitrin subkutan injizierten Hunden und Kaninchen, aber Hyper- 
glykiimie bei den mit Pituitrin intravendés injizierten Kaninchen nach- 
gewiesen. Nach Wakabayashi wurde bei mit Pituitrin subkutan oder 
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intraperitoneal injizierten Kaninchen leichte Steigerung des Blutzuckers 
hervorgerufen, welche nach etwa 30 Minuten ihr Maximum erreicht und 
sich nach 14-2 Stunden wieder ausgleicht. 

Nach Joachimoglu und Metz™ wirkt Pituitrin gegen Pankreas- 
hormon antagonistisch, folglich hemmt es die durch Pankreashormon ver- 
ursachte Blutzuckerverminderung. Auch in neuerer Zeit haben Law- 
rence und Hewlett™ nachgewiesen, dass Pituitrin gegen Pankreashormon 
antagonistisch wirkt und die durch Pankreashormon verursacht Blutzu- 
ckerverminderung hemmt, dass aber Pituitrin selbst normalen Blutzucker 
nicht vermehrt. 

Im Gegesatz zu diesen Berichten vermebrt sich nach Ohara Blut- 
zucker infolge der Pituitrinwirkung nur in sehr geringem Grad, und 
Pituitrin hemmt die durch Pankreashormon verursachte Blutzuckerver- 
minderung garnicht. Wie oben gesagt, weiss man heute nichts Bestimmtes 
iiber den Einfluss des Pituitrins auf den Kohlehydratstoffwechsel und damit 
auf die innere Sekretion des Pankreas. Bisher hat auch noch niemand 
das Pankreashormon im Blute der mit Pituitrin injizierten Tiere bestimmt. 
Deshalb habe ich Pituitrin in die Unterhaut von Kaninchen gespritzt und 
dann das Pankreashormon in ihrem Blute bestimmt. Die Resultate wer- 


den in folgender Tabelle gezeigt. 


Tabelle 


Pankreashormon im Blute mit 

















-_ f= Blutzucker (2%) | 
Vers. Nr. | Korp. Pituitrin- Zeitver- Menge d. | 
u. Datum Gew. d. menge | lauf nach nach d Blutes 
; Kanin. Be | da. Inj. | vor d. Inj. Inj , P 
L. 1700 g | 0,7 com | oss | 0,090 | 3 
5. VII. 1925. 700 g 7 com 40/ 0,083 ,0% 30 ccm 
a dan toe 1600,, | 0,5 ,, 50/ 0,089 0,086 R 
6. Vii. 1986. 1620 ,, " 3 0,085 0,090 ” 
LXIII. F 0 
7. VII. 1925, | 160» " 40’ 0,088 | 0,094 » | 
: | 
g VAT os | 1800» | 0,7 ccm " 0,095 | 0,108 » | 




















Je yon 10 ccm Blut gewonnenes Pankreashormon wurde in je 1 ccm angesiiuerten 
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Wie man aus dieser Tabelle ersieht, verminderte Pankreashormon in 
30 ccm Blut, welches durch die Aceton-Pikrinsiiure-Methode isoliert wor- 
den war, Kaninchenblutzucker um 15-2026, im Durchschnitt um etwa 
18%. Niimlich die Resultate stimmen mit denen bei mit Thyreoidin gefiit- 
terten Tieren iiberein. Dennoch muss man immer daran denken, dass 
Pankreashormon physiologisch und auch individuell ziemlich veriinderlich 
ist, weshalb man nur mit grosser Vorsicht bestimmte Angaben iiber die 
Vermehrung oder die Verminderung des Hormons machen sollte. Jeden- 
falls liisst sich doch sagen, dass Pankreashormon im Blute durch Pituitrin 
fast gar nicht beeinflusst oder nur minimal vermehrt wird. Ferner nimmt 
Blutzucker 30-40 Minuten nach Pituitrininjektion ein wenig zu, aber ge- 
gen 50 Minuten schon etwas ab. Im diesem Punkt stimmen meine Ver- 
suche mit denen yon Ohara und Wakabayashi gut iiberein. 


Zusammenfassung. 


1. Die Aceton-Pikrinsiiure-Methode ist die beste Methode fiir die 
Isolierung des Pankreashormons im Blute, das dadurch quantitativ fast 
vollkommen gewonnen werden kann. 

2. Das Pankreashormon im Blute 1-5 Tage hungernder Kaninchen 


XII. 


Pituitrin injizierten Kaninchen. 




















Methode d. Karp. Gew. | Blutzucker Ve ) | Grad d. 
Darstellung d. we <theraagy , an a . Vermin- 
: d. Kanin. : . | 24 Stunden | 43 Stunden | 
Hormons | vor d. Inj. | : . | derung 
nach d. Inj. | nach d. Inj. 
Aceton-Pikrins.- _| . ioe OY _ eu 
600 g ),09 D,07¢ ),07¢ i % 
Methode . B 0,091 | ONie ‘ 20% , J 
- | 1500,, 0,089 | 0071 | 0,073 20,, 
- | 1400, | 0,087 | 0,071 | 0,081 19,, 
| 
- 1350,, | 0,090 | 0,075 =| 0,076 17,, 
‘i 1560 ,, 0,092 0,079 | 0,082 | 15, 
| | 


Wassers gelist. 
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bleibt fast unveriindert. 

5. Das Pankreashormon im Blute zeigt durch Pilokarpininjektion 
fast keine Veriinderung oder leichte Neigung zur Verminderung. 

4. Das Pankreashormon im Blute nimmt durch Adrenalininjektion 
mu. 

5. Das Pankreashormon im Blute zeigt durch Fiitterung mit Thy- 
reoidin leichte Neigung zur Verminderung. 

6. Das Pankreashormon im Blute zeigt durch Pituitrininjektion fast 


keine Veriinderung oder leichte Neigung zur Verminderung. 


Die Untersuchung wurde mit Unterstiitzung der Saito-Héonkwai Stiftung 
ausgefuhrt, der ich hiermit meinen besten Dank dafiir ausspreche. 


Prof. T. Kumagai. 
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Experimentelles Studium der inneren Sekretion des Pankreas. 


V. Mitteilung : 


Innere Sekretion des Pankreas und N, vagus. 


Von 


Togo Hoshi. 
(AE Re er) 


(Aus Prof. T. Kumagqai’s medizinischer Klinik an 


der Tohoku Universitat zu Sendai.) 


INHALTSVERZEICHNIS, 
Finleitung. 
Kapitel I. Einfluss elektrischer Reizung des N. vagus auf Blutzucker. 
I. Versuche bei Hunden. 
II. Versuche bei Kaninchen. 
Kapitel II. Einflusselektrischer Reizung des N. vagus auf das Pankreashormon im Blute. 
A. Versuche bei Hunden. 
1. Pankreashormon im Blute vagusgereizter Hunde. 
2. Pankreashormon im Blute der Kontrollfiille. 
3. Pankreashormon im Blute desselben Hundes, das ihm yor und nach Reizung 
des N. vagus entnommen wurde. 
B. Versuche bei Kaninchen. 
1. Pankreashormon im Blute vagusgereizter Kaninchen. 
2. Pankreashormon im Blute der Kontrollfiille. 
3. Pankreashormon im Blute splanchnikotomierter Kaninchen. 


Einleitung. 


Es ist eine wohlbekannte Tatsache, dass innersekretorische Funk- 
tionen der endokrinen Organe durch das Nervensystem und zwar durch das 
vegetative Nervensystem reguliert werden, und die Abhiingigkeit der 
Nebenniere vom Sympathicus ist sicher nachgewicsen. 

Beim Pankreas wurde die nervése Beeinflussung auch seit langem von 
vielen Forschern vermutet. Aus der Fiille von Nerven in den Priiparaten 
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der Langerhans’schen Inseln, welche Dr. U kai” in unserer Klinik mik- 
roskopisch untersucht hat, ist anzunehmen, dass sie auch von den Nerven 
beherrscht werden. 

Im Jahre 1908 behaupteten Eppinger, Falta und Rudinger” das 
Vorhandensein excitosekretorischer Fasern im Vagus, aber bis heute sind 
nur wenige experimentelle Untersuchungen erschienen, und zwar von José 
M. deCorall und R. Macleod, McCormick und O’brien. 

José M. de Coral hat im Jahre 1918 unter Leitung yon Asher die Abhiingigkeit 
der inneren Sekretion des Pankreas yom Nervensystem bei Hunden studiert und die N. vagi 
als innersekretorische Nerven angesprochen. 

R. Macleod, McCornick und O’brien*” haben im Jahre 1923 im Laboratorium 
fiir Physiologie zu Toronto auch dieselbe Innervation bei Hunden und Katzen untersucht 
und sind zu dem Schluss gekommen, dass der rechte Vagus wahrscheinlich die Innersekre- 
tion des Pankreas kontrolliert. 

Nach den oben erwihnten Untersuchungen ist es wahrscheinlich, dass 
die N. vagi innersekretorische Nerven des Pankreas sind ; aber es gibt 
keinen fraglos entscheidenden Beweis dafiir, und alle bisherigen Forscher 
selbst haben sich auch in diesem Sinne ausgesprochen. Es ist sehr wohl 
mdglich, dass die N. vagi die innersekretorischen Nerven des Pankreas sind, 
weil die Nebenniere, welche, wie schon seit langem bekannt, gegen das 
Pankreashormon antagonistisch wirkendes Hormon, d. h. Adrenalin sezer- 
niert, durch den Sympathicus allein innerviert wird. 

Um diese Frage zu kliiren, habe ich auch einige Versuche angestellt 


und méchte im Folgenden die erhaltenen Resultate mitteilen. 


Kapitel I. 
Einfluss elektrischer Reizung des N. vagus auf Blutzucker. 


I. Versuche bei Hunden. 


Untersuchungsmethodik. 


Ich habe meine Versuche an Hunden nach de Corall und Asher in 
folgender Weise ausgefiihrt. 

Zugrunde liegte allem das Prinzip, dass Blutzucker bei dem Tiere, 
dessen Vagi gereizt werden, sich vermindern muss, falls die Sekretion des 
Pankreashormons durch die Vagusreizung beférdert wird, weshalb man 
die Beeinflussung der Vagusreizung nach der Bestimmung des Blutzuckers 
des Tieres konstatieren kann. 

Einem 24 Stunden lang hungernden Hund wurde 1 mg Morphium 
hydrochloricum pro kg Kérpergewicht ca. 30 Minuten vor der Ope- 
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ration eingespritzt. Dann wurde er auf den Fixationsapparat mit Wiirme- 
vorrichtung festgebunden und unter Athernarkose in folgender Weise 
operiert. Sobald das Tier narkotisiert war, machten wir (1) Tracheo- 
tomia, (2) Vagotomia duplex am Halse, um zentrifugale Reizung auszu- 
schliessen, (3) nach Laparotomie suchten wir die Vena portae und iitzten 
mit konzentriertem Phenol den oberen Teil der periportalen Gegend, um 
dadurch alle Nervenfasern fiir die Leber giinzlich zu zerstéren. Bei der 
Atzung bedeckten wir die Organe und Gewebe um die Portalvenen vollig 
mit Watte und Gaze, um dadurch die Atazwirkung des Phenols zu ver- 
hindern. Dies war nétig, um die Mobilisation des Leberglykogens durch 
Nerveneinfluss zu verhindern. M. Eigner” hat nachgewiesen, dass der 
Reiz der Vagusfasern die Mobilisation des Leberglykogens beférdert. (4) 
Unter kiinstlicher Atmung eréffneten wir den rechten unteren Brustkorb 
und suchten die N. vagi, welche parallel mit dem Oesophagus verlaufen, 
steckten sie in die Ludwig’sche Elektrode fiir tiefe Nerven, reizten sie 10- 
20 Minuten lang mit relativ schwachem Induktionsstrom bei 6 maliger 
Unterbrechung pro Sekunde vermittelst des Metronoms, liessen sie auch fast 
die gleiche Zeit ruhen und wechselten in dieser Weise mit Reizung und 
Ruhe ab. 

Wozu ist solch eine komplizierte Operation nétig? Sie ist erforder- 
lich, damit die Vagi unterhalb der Abzweigung des Herzastes gereizt 
werden, weil der N. vagus, wie schon bekannt, Hemmungsfasern fiir das 
Herz abgibt, und der Blutzucker nach Stewart und Rogoff” bei dem 
dadurch verursachten niedrigen Blutdrucke abnehmen soll. 

Wir nahmen am Ende der Reiz- od. Ruheperiode Blut aus den Ohr- 
venen url bestimmten den Blutzucker nach der neuen Bang’schen 
Mikromethode. Wiihrend des Versuches ist es nédtig, dass das Tier még- 
lichst ruhig bleibt, damit man richtige Resultate erhiilt. 

Um das Tier im ruhigen Zustand zu halten, muss man auf die Re- 
gulierung der kiinstlichen Atmung, die Erhaltung der Kérpertemperatur 
und den richtigen Verlauf der Athernarkose, welche seicht und gleich- 


miissig fortgesetzt werden muss, achten. 


Versuche. 


Um die Resultate unserer Versuche iibersichtlich darzustellen, seien 
die Versuche im Folgenden in Tabellen und Figuren mitgeteilt. 
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Tabelle I. 
(Fall 1) 
Nr. IV. 3. 1X. 1924. Hund 64 6 kg. 





Blutzucker 


Zeit (0 

Direkt vor der Operation (vor ca. 425/ nachm. 0,123 

30’ 0,06 g Morph. hydrochl. | 

subkutan) 
Sofort nach der Operation 513/ nachm. (Operationsdauer 45/) | 0,155 
1. Reizperiode 5'13/-39/ nachm. (207) 0,094 
1. Ruheperiode 533/-50/ nachm. (177) 0,081 
2. Reizperiode 550/-6510 nachm. (207) | 0,075 
2. Ruheperiode 6510-6525/ nachm. (15’) | 0,064 


Das Resultat obiger Tabelle kann man in nachfolgender Kurve noch 


anschaulicher wiedergeben. 





0,20 T | ] 


0,18 }— 
= 


(%) Jayonzjnig 
TN 
\ 
| 








0,04 | | | 
0’ 20’ 40’ 60’ 80’ 100’ 120’ 


Zeit (Minute) 





—— Ruhe 
---- Reizung 
—-— Operation 


(Diese Verzeichnisse gelten auch fiir die siimtlichen folgenden Figuren) 


Wie aus obiger Tabelle und Kurve ersichtlich nimmt der Blutzucker, 
der durch die 1. Reizung auffallend und rasch abgenommen hat, wiihrend 


der darauf folgenden Zeit immer mehr ab. 
t=) 
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Wiihrend der Operation war das Tier ruhig und sah kriiftig und nicht 
kollabiert aus. In den folgenden Versuchen werde ich mir Beschreibung 
des Zustandes der Tiere in jedem einzelnen Falle ersparen, abgesehen von 


besonders nennenswerten Zustiinden. 


Tabelle IT. 
(Fall 2) 


Nr. V. 5. X. 1924. Hund 2 5,8 kg. 





Zeit | Blutzucker 
(%) 
Direkt vor der Operation (vor ca. 10°45 yorm. 0,132 
30’ 0,06 g Morph. hydrochl. 
subkutan) 
Sofort nach der Operation 1130’ yorm. (Operationsdauer 45/) 0,148 
1. Reizperiode 11%30/-50/ yorm. (20/) 0,082 
1, Ruheperiode 11'50/-12/ yorm. (10/) 0,066 
2. 12-12"10/ nachm. (10/) 0,063 
2. Reizperiode 1210/-23/ nachm. (137) 0,066 
3. ” 12h23/-35/ nachm. (127) 0,061 
3. Ruheperiode 1235/-53/ nachm. (207) 0,065 


Dieses Resultat kann man in einer Kurve folgendermassen darstellen. 


Fig. 2. 
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| 

0,16 — = 

014 aig eee eem, wall 
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0.10 . “ 
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oe 0. cl 


0,06 
[ | | | _| | | | 


6,041 ; a 
0’ 20’ 40’ 60’ 80’ 100’ 120’ 140 160 








Wie aus obiger Tabelle und Kurve ersichtlich nahm der Blutzucker 
durch die 1. Reizung auffallend ab und ist wiihrend des darauf folgenden 
Versuches dauernd fast unveriindert geblieben. 











Innere Sekretion des Pankreas. V. 451 


Tabelle ITI. 
(Fall 3) 
Nr. VI. 8. IX. 1924. Hund 4 8,2 kg. 





Zeit Blutzucker 
(%e) 
Direkt vor der Operation (vor ea. 1037’ yorm. 0,137 
30” 0,08 g Morph. hydrochl. 
subkutan) 
Sofort nach der Operation | 11207 vorm. (Operationsdauer 43/) 0,196 
1, Reizperiode 1120/-30’ yorm. (10/) 0,157 
2. m 11»30’-40/ vorm. (107) 0,151 
1. Ruheperiode | 1140/-50/ vorm. (10/) 0,145 
2. a 1150’ yorm.-12"5/ nachm. (15/) 0,131 
3. Reizperiode | 12b5/-20/ nachm. (15/) 0,139 
3. Ruheperiode 12520/-35/ nachm. (157) 0,104 
4 ms 12535/-45/ nachm. (10/) 0,071 
Aus obigen Resultaten in Tabelle ITT kann man eine Kurve wie unten 
bezeichnen. 


bd " 
Ik fy, oD 
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0,10 }— — 
0,08 }— _ 
0,06 | | l | | | 

td 20 40’ 60’ 80’ 100’ 120 140’ 


In diesem Falle nahm der Blutzucker erst durch die zweimal fortge- 
setzt ausgeiibte Reizung mehr und mehr bis zum Ende des Versuches ab, 
wenn er sich auch am Ende der 3. Reizung wieder in leichtem Grad ver- 


mehrte. 
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Tabelle IV. 
(Fall 4) 
Nr. X. 25. XI. 1924. Hund 4 12 kg. 





Zeit Blutzucker 

(%) 

Direkt vor der Operation (vor ca. 3 nachm, 0,095 
30/0, 12g Morph. hydrochlor. 
subkutan ) 

Sofort nach der Operation 3>50/ nachm. (Operationsdauer 50’) | 0,191 

1. Reizperiode 3>50/-48/ nachm. (187) 0,179 

2. e 408/-20’ nachm. (127) 0,178 

1. Ruheperiode 4)20/-35/ nachm. (15/) 0,163 

2. ” 4535/-50/ nachm. (157) 0,161 

3. Reizperiode 4950-55 nachm. (15/) 0,133 

4055/-5 nachm. (10/) 0,115 


5. Ruheperiode 
Das obige Resultat in der Tabelle [TV kann man in einer Kurve wie 


unten bezeichnen. 
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Wie aus obiger Tabelle und Kurve ersichtlich blieb der Blutzucker 
fast unveriindert bis zur 2. Ruhe, begann aber durch die 3. Reizung rasch 
und auffallend abzunehmen. 

Tabelle V. 
(Fall 5) 
Nr. III. 2. TX. 1924. Hund ¢@ 14,2 kg. 











Zeit | Blutzucker 
(Ye) 

Direkt vor der Operation (vor ca. | 223/ nachm. 0,095 

30’ 0,14 g Morph. hydrochl. 

subkutan) 
Sofort nach der Operation 3520’ nachm. (Operationsdauer 57’) | 0,22 
1. Reizperiode 3620/-40/ nachm. (20/) 0,230 
1. Ruheperiode 340/-50’ nachm. (10/) | 0,240 
2. Reizperiode 350-410’ nachm. (20/) 0,202 
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In diesem Falle nahm, wie aus obiger Tabelle und Kurve zu ersehen, 
der Blutzucker wiihrend der 1. Reizperiode und der direkt darauf folgenden 
1, Ruheperiode zu, obgleich nur wenig, aber er begann am Ende der 
niichsten 2, Reizung auffallend rasch abzunehmen. 


























Tabelle VI. 
(Fall 6) 
Nr. XI. 29. IX. 1924. Hund 4 16,8 kg. 
Zeit | Blutzucker 
(%) 
Direkt vor der Operation (vor ca. 10°45’ vorm. 0,105 
30’ 0,17 g Morph. hydrochl. | 
subkutan) | | 
Sofort nach der Operation | 11535’ vorm. (Operationsdauer 50/) 0,121 
1. Reizperiode 11°35/-50 vorm. (15/) 0,106 
1, Ruheperiode 11%50’ yorm.—12"10/ nachm. (20/) | 0,102 
2. Reizperiode 1210/-30/ nachm. (20/) 0,111 
2. Ruheperiode 1230/-50’ nachm. (20/) 0,110 
020 | | | T_T 
1 —~ abd , 7 
-” Fig. 6, 
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0,14, 4 
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Wie obige Tabelle und Kurve zeigen, hatte der Blutzucker wiihrend 


des Versuches relativ leichte Bewegung, aber es besteht keine regelmiissige 


Abhiingigkeit in der Verminderung und der Vermehrung des Blutzuckers 


zwischen Reizung und Ruhe. 





Tabelle VII. 
(Fall 7) 
Nr. XIV. 21. X. 1924. Tund 16 kg. 
Zeit Blutzucker 
(%) 
Direkt vor der Operation (vor ca. 10°5’ yorm. 0,174 
30’ 0,16 g Morph. hydrochl. 
subkutan) 
Sofort nach der Operation 1045’ yorm. (Operationsdauer 40’) 0,268 
1. Reizperiode 10645/—11"2/ yorm., (177) 0,222 
4 1152/-15/ yorm. (137) 0,243 


‘ 
2. » 
1. Ruheperiode 
2. “i 

3. Reizperiode 
3. Ruheperiode 


. ” 


Aus obigem Resultat kann 


1115/-30’ vorm. (15’) 
11»30/-45/ vorm. (15/) 


0,209 
0,209 


1145/-56 yorm. (11/) 0,240 
11256’ vorm.-12"11/ nachm. (15/ 0,249 
1211/-25/ nachm. (147) 0,240 


man eine Kurve wie unten bezeichnen. 
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In diesem wie im vorigen Fall zeigte Blutzucker ziemlich grosse 


Schwankungen, ohne entsprechende regelmiissige Abhiingigkeit zwischen 


Reizung und Ruhe. 
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Tabelle VIII. 
(Fall 8) 
Nr. XV. 23. X. 1994. Hund ¢ 17,6 kg. 























Zeit | Blutzucker 
- | ( % ) 
Direkt vor der Operation (vorea. | 225’ nachm. 0,106 
30’ 0,18 g Morph. hydrochl. | 
subkutan. ) 
Sofort nach der Operation 355’ nachm. (Operationsdauer 40’) | 0,122 
1, Reizperiode | 355/-207 nachm. (15/) 0,104 
1. Ruheperiode } 3%20/-35/ nachm. (15’) 0,104 
2. ” | 335/-50/ nachm. (15/) 0,085 
3. 6 3>50/-4530/ nachm. (40/) 0,126 
2. Reizperiode 4b30/-40’ nachm. (107) 0,101 
Das Resultat kann man in eine Kurve wie unten eintragen. 
0,16 
| | | 
0,14 Fig. 8 ond 
0,12 x -—-%, = 
- -_* _ ” . — . 
ae ~ *. 
0,10}— Lon 
0,08 }+— a 
sa | | | | 
0’ 20 40’ - 60’ 80’ 100’ 120’ 140’ 


In diesem Falle beobachtete ich den Blutzucker wiihrend der 70 
Minuten langen Ruheperiode nach der ersten, 15 Minuten langen Reizung 
und fand, wie aus der Tabelle und Kurve ersichtlich ist, ziemlich grosse 
Vermehrung am Ende der Ruheperiode, aber leider war es nicht sicher zu 
entscheiden, ob sie eine Folge des Zeitverlaufes oder der Unruhe des Tieres 
war, das gegen Ende der Ruheperiode unruhig geworden war. 


Tabelle IX. 
(Fall 9) 
Nr. VIII. 13. 1X. 1924. Hund 4 8 kg. 





Zeit | aianes ker 

Direkt vor der Operation (vor ca. 2" nachm. 0,115 

30’ 0,08 g Morph. hydrochl. | | 

subkutan) 
Sofort nach der Operation 2» nachm. (Operationsdauer 507) 0,098 
1. Reizperiode | 2507-310 nachm. (20/) | 0,095 
2. “ | 310/-25 nachm. (15/) | 0,087 
1. Ruheperiode 3"25/-40’ nachm. (15/) 0,092 
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Aus obigem Resultat kann man eine Kurve wie unten bezeichnen. 
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Wie aus der Tabelle und Kurve ersichtlich zeigte Blutzucker in diesem 


Falle fast keine Veriinderung durch Reizung. 


Tabelle X. (KKontrollversuch) 
(Fall 10) 
Nr. IX. 24. 1X. 1924. Hund 5 10 kg. 





Blutzucker 


Zeit o 

(%o) 

Direkt vor der Operation (vor | 1155/ yorm. 0,085 
ca. 30’ 0,1 g Morph. hydrochl. 
, subkutan) 

Sofort nach der Operation 11"55/ yorm. (Operationsdauer 50’) | 0,098 
20” a 1155’ yorm.-12"1 nachm. (20/) | 0,093 
35/ - 12515/-3Y7 nachm. (15’) 0,094 
50 1 | 1230/-45/ nachm. (15/) 0,087 
65/ - 1245/-1» nachm. (15/) 0,088 
90 s 1b-25/ nachm. (25/) 0,078 


Aus obigem Resultat kann man eine Kurve wie unten bezeichnen. 





0,187 T % | | 
a Fig. 10. | 
0,14|— 


0,12;-— 


0,10}— ciel — 
> 
nat a ee 


0,06 |. _ 


0,04 | | | | 1 j 


0’ 20’ 40’ 60’ 80’ 100’ 120’ 140’ 























Innere Sekretion des Pankrias. V. 457 
é 


In diesem Kontrollversuche konnte man fast keine merkbare Veriin- 


derung des Blutzuckers finden. 


Tabelle XT. (Kontrollversuch) 
(Fall 11) 
Nr. XII. 15. X. 1924. Hund 4 11,4 kg. 








7,3 Blutzucker 
Zeit (ez) 
Direkt vor der Operation (vor ca. 255’ nachm, 0,111 
30’ 0,11 g Morph. hydrochl. 
subkutan) 

Sofort nach der Operation 240’ nachm. (Operationsdauer 85/ 0,218 
20/ a 2'40/-3 nachm. (207) 0,206 
40/ m 35-20’ nachm. (20/) 0,208 
60/ ee 3520/-40/ nachm. (20/) 0,208 
Siv “ 3640/-4>5/ nachm. (25/) 0,206 

110/ - 455/-30’ nachm. (25/) 0,201 

125/ es 4030/-45/ nachm. (15/) 0,201 


Aus obigen Resultaten kann man eine Kurve wie unten bezeichnen. 


Fig. 11. 
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In diesem Kontrollversuche konnte man auch keine Veriinderung des 


Blutzuckers finden. 
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Tabelle XIT. (Kontrollversuch) 


(Fall 12) 

















Nr. XVI. 10. 1. 1925. Hund 6 11 kg. 
, Blutzucker 
Zeit (26) 
Direkt vor der Operation (vor ca. 10640’ vorm. 0,129 
30’ 0,11 g Morph. hydrochl. 
subkutan) 
Sofort nach der Operation 11257 yorm. (Operationsdauer 45/) 0,204 
i 8 1125/-40 vorm. (15/) 0,202 
30/ a 11540/-55/ vorm. (15/) 0,194 
45/ me 11°55’ yorm.—12"10/ nachm. (15/) 0,211 
60 ia 12510/-25 nachm. (15/) 0,211 
80/ a 1225/-45/ nachm. (20/) 0,196 
o5/ nm 1245/-1" nachm. (15/) 0,176 
Aus obigem Resultaten kann man eine Kurve wie unten bezeich- 
nen. 
Fig. 12. 
0,26 
| | | 
0,24}— 
0,22 |— _— 
0,20 — e — 
rd 
0,18 }— 7 , 
4 
0.16; Pi 7 — 
O14 - ail ond 
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In diesem Kontrollversuche fanden wir, wie Tabelle und Kurve 


zeigen, ziemlich grosse Bewegung des Blutzuckers. Warum zeigte der 


Blutzucker solch grosse Bewegung nur bei diesem Fall? Wahrscheinlich 
wurde sie durch die Unruhe und die Ermiidung des Tieres verursacht, denn 
das Tier war wiihrend des Versuches ziemlich unruhig und kollabierte zu- 


letzt. 
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II. Versuche bei Kaninchen. 


Bei Kaninchen wurden die Versuche mit fast gleicher Technik wie bei 
Hunden ausgefiihrt. 24 Stunden lang hungernde Kaninchen wurden am 
Fixationsapparat mit Wiirmevorrichtung festgebunden, unter Urethan- 
Narkose oder ohne Narkose, beide Vagi durchschnitten, laparotomiert und 
endlich N. vagus aufgesucht. Bei Kaninchen kann der untere Teil des 
Ocsophagus in der Bauchhéhle abpriipariert werden, folglich kénnen die 
ihn begleitenden Vagi auch aufgesucht werden ; sonst wird die Reiztechnik 
der Vagi ganz gleich wie bei Hunden ausgefiihrt. Bei Kaninchen sind die 
Resultate verschieden von denen bei Hunden ; Blutzucker nahm bei allen 
Fiillen sowie auch bei den Kontrollfiillen allmiihlich zu, auch ganz unab- 
hiingig von der Narkose wiihrend der Untersuchung. Der Einfachheit 
halber werden alle Resultate zusammenfassend in Tabelle XIIT wieder- 
gegeben. 

Wie aus dieser Tabelle ersichtlich, scheint die Vagusreizung keinen 
Einfluss auf den Blutzucker auszuiiben. Es ist wahrscheinlich auf die 
Uberempfindlichkeit des Adrenalsystems der Kaninchen und der dadurch 
hervorgerufenen lebhaften Glykogenmobilisation, schliesslich auf die ver- 
steckte Wirkung vermehrten Pankreashormons zuriickzufiihren, dass der 
Blutzucker sich nicht vermindert. Ich will dieses Problem mit anderer 
Methode im folgenden Kapitel aufzukliiren suchen. 


Zusammenfassende Betrachtung. 


Betrachtet man alle Versuche mit Hunden genauer, so kann man sie 
etwa in folgende 3 Gruppen einteilen. 

Gruppe I. Bei dieser Gruppe nahm der Blutzucker unter dem Ein- 
fluss der Reizung im allgemeinen im Anfang auffallend rasch, dann all- 
miihlich ab. Zu dieser Gruppe gehdren die Fiille Nr. TV, V, VI und X. 

Bei dem Fall Nr. III zeigte der Blutzucker, wie oben beschrieben, eine 
leichte Vermehrung wiihrend der ersten Reizung und der ersten Ruhe, be- 
gann aber am Ende der niichstfolgenden zweiten Reizung auffallend rasch 
abzunehmen, jedoch konnte ich es nicht weiter beobachten, weil ich hierbei 
die Untersuchung wegen der Stérung am Apparat einstellen musste. 

Gruppe II. Bei dieser Gruppe zeigte der Blutzucker deutliche 
Schwankung infolge der Reizung und der Ruhe, aber die Verminderung 
des Blutzuckers entsprach nicht der Reizung und die Vermehrung nicht 
der Ruhe. Zu dieser Gruppe gehdren die Fiille von Nr. XI, XTV und XY. 
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Tabelle 
(Fall 


Blutzucker der Kaninchen, bei 





Kérpergew. | Blutzucker | Blutzucker Reizungsperiode 





N a - d. vor d. sofort nach d.|— 
‘ Kaninchens | Operation | Operation | Zeit | Blutzucker | 
aoaaanes Soma SGN SEED Reitae Eee 
1 ° 2 , m / } 4 9, , 
on. X. 100 2300 g 0,093 2 0,159 9 Wy 0,136 2 
9 
.x 1800 ,, 0,097 ,, 0,179,, | 1y 0,205 ,, 
4 a | 
3. XI. 1924 1850 ,, 0,071 ,, 0,106 ,, | 1 0,112 ,, 
5 . f | ‘ ‘ 
5. XI. 1924 2100 ,, 0,080 ,, 0,186 ,, | 2” | O12 , 
6 ©F00 73 p | Oy OR 
12. I. 1925 2500 ,, 0,085 ,, 0,116, | 12 0,128 ,, 
. Kontroll ; j “| ai ye - a ii vig is opi 
3 2600,, | 0,090, | 0,100,, iY | 0,124 ,, 


3. X. 1925 } 


Gruppe III. Zu dieser Gruppe gehért nur der Fall Nr. VIII; der 
Blutzucker zeigte fast keine Veriinderung infolge der Reizung. 

Kontrollversuche. Die Kontrollfille, bei welchen wir ausser elekt- 
rischer Reizung genau den gleichen operativen Eingriff wie bei den anderen 
Fiillen gemacht haben, zeigten nur geringe Schwankungen des Blutzuckers 
wiihrend der Untersuchung, sodass man ihn unveriindert nennen kann. 

Nun miéchte ich alle obigen Versuchsfille zusammenfassend und 
kritisch betrachten. 

Bei fast allen Versuchsfiillen findet man Hyperglykimie direkt nach 
der Operation, welche infolge der Morphium- und Athernarkose, der 
Fixation und der Operation u. dgl. hervorgerufen wurde. Obgleich es sehr 
viele Forschungen iiber derartige Hyperglykiimie gibt, will ich hier nicht 
dariiber sprechen, weil der Anhaltspunkt fiir die Beférderung der Pan- 
kreashormonsekretion durch die Vagusreizung die Verminderung des 
Blutzuckers ist. 

Bei Gruppe I zeigte Blutzucker auffallend rasche Abnahme, die selbst- 
verstiindlich Folge des auf einmal in grosser Menge sezernierten Pan- 
kreashormons ist. 

Die durch die verschiedene Behandlung verursachte Hyperglykimie 
kann sich nicht so rapid ausgleichen, da der Blutzucker nach Stewart und 
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XIII. 
3-18) 


welchen N. vagus gereizt wurde. 








Ruheperiode Reizungsperiode Ruheperiode 
gore Ctege [RCPS Narkose 
Zeit Blutzucker Zeit | Blutzucker Zeit | Blutzucker 
w | 0,120 % 20 0,145 2% 1 | - 0,168 26 | Urethan 
| 
25/ 0,206 ,, 1v 0,216 ,, » 
| 
| 
ly 0,130 ,, . 
17/ 0,242 ,, 7 0273, | 2 0,290 ,, i 
wv | 0,133 ,, wv | 0139, | 1 | 0,143, | ohne 
- = Sy EESSSET SASSSSSEEES GNENOEN lRDUNIEEEEN —_ 
iY | 0,123,, 15/ 0,137 ,, | 1% | 0,143, | Urethan 
| 


Rogoff, wie schon erwiihnt, bei der Blutdruckerniedrigung abnimmt. 
Deshalb operierte ich das Tier so schnell wie méglich und hiitete mich auch 
dabei méglichst vor Blutung wiihrend der Operation und vor Ermiidung 
des Tieres. 

Bei den Fiillen, welche zur Gruppe II gehéren, nahm Blutzucker 
durch die Reizung ab, aber die Abnahme entsprach nicht der Reizung und 
war auch nicht so gross wie bei denen der Gruppe I; Blutzucker vermehrte 
sich, obgleich er einmal abgenommen hatte, wiihrend der Untersuchung 
wieder, aber auch nicht entsprechend der Ruheperiode. Nun wissen wir 
einerseits, dass die den Blutzucker herabsetzende Wirkung des Pankreashor- 
mons relativ langsam ist und in der kurzen Zeit von 10 bis 20 Minuten 
nicht geniigend wirken kann, und diirfen deshalb anderseits vermuten, dass 
das durch Reizung sezernierte Pankreashormon in derselben Reizungs- 
periode, aber auch in der niichstfulgenden Ruheperiode noch wirksam ist. 

Nach de Corall zeigte Blutzucker beim typischen Falle Verminde- 
rung entsprechend der Reizung und Vermehrung entsprechend der Ruhe ; 
aber bei meinen Fiillen war es, wie oben erwiihnt, nicht so. 

Nach Macleod u. a. zeigte Blutzucker auch unregelmiissige Schwan- 
kungen infolge der Reizung, und sie hielten die Vermehrung des Blut- 
zuckers fiir eine Folge der Ermiidung des Nerves ; wenn letztere nicht vor- 
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liegt, nimmt der Blutzucker nach dem Weglassen des Reizes wieder zu. 

Nach meiner Meinung kann sich der Blutzucker, wenn er sich einmal 
bis zur Norm oder Subnorm wie bei Gr. I verminderte, nicht wieder in kur- 
ver Zeit vermehren, aber er kann im Gegenteil, wie bei Gruppe IT, wieder 
zunehmen, wenn das sezernierte Hormon gering und dementsprechend die 
Verminderung des Blutzuckers klein ist. 

Zuletzt will ich noch einmal betonen, dass das Resultat stark von dem 
Zustand des Tieres wiihrend der Untersuchung abhiingig ist ; wenn es un- 
ruhig oder geschwiicht ist, schwankt der Blutzucker so wie beim Fall X VI 
(Kontrolle), als ob der Vagus gereizt wiire. 

Bei Gruppe ITT merkt man keinen Einfluss des Reizes auf Blutzucker, 
und ich hatte nur einen solchen Fall, obgleich Macleod u. a. ziemlich viele 
solcher Fiille gesehen haben. 

Bei den Kontrollfiillen sah ich nur geringe Schwankungen des Blut- 
zuckers, wie bei denen von de Cora ll, auch bei den Fiillen von Macleod u.a. 
zeigte der typische Fall ausser der anfiinglichen leichten Schwankung fast 
keine Bewegung. Am Ende muss ich die Fille der Gruppe I als typisch 


betrachten. 
Schluss. 


Aus obigen Resultaten kann man als héchst wahrscheinlich das Vor- 


handensein innersekretorischer Fasern des Pankreas im N. vagus vermuten. 


Kapitel I. 


Einfluss elektrischer Reizung des N. vagus auf das 
Pankreashormon im Blute. 


Wenn die innere Sekretion des Pankreas durch N. vagus beférdert 
wird, so kann sich Blutzucker durch Vagusreizung vermindern. Nach 
dicser Vermutung habe ich auch, wie de Corall und McCormick, Mac- 
leod und O’brien, eine Untersuchung, welche im Kapitel 1 eingehend 
beschrieben wurde, angestellt und bis zu einem gewissen Grad den Anhalts- 
punkt dafiir bekommen. Aber die Beférderung hormoneller Sekretion 
durch Vagusreizung wurde durch Verminderung des Blutzuckers erkliirt. 
Blutzucker ist jedoch, wie wohl bekannt, bei derartigen komplizierten Unter- 
suchungen durch langdauernde Operation, Fesselung, Narkose und 
kiinstliche Atmung fortwiihrend verschiedenartig beeinflusst ; deshalb kann 
man nicht ohne weiteres Verminderung des Blutzuckers als Folge der 


Vagusreizung anschen. Besonders nimmt der Blutzucker bei Kaninchen, wie 
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aus den Resultaten im vorigen Kapitel ersichtlich ist, wiihrend der Unter- 
suchung auf Vagusreizung hinimmer mehr zu. Dies wird vielleicht durch 
Uberempfindlichkeit des Adrenalsystems des Kaninchens und folglich durch 
lebhafte Glykogenmobilisation verursacht. Um den Einfluss der Vagus- 
reizung auf die innere Sekretion des Pankreas sicher zu stellen, muss man 
deswegen das Pankreashormon im Blute des Versuchstieres direkt messen. 

Ich priiparierte das Pankreashormon im Blute durch die Alkohol- 
Schwefelsiiure-Methode oder die Aceton-Pikrinsiiure-Methode, iiber welch 
beide ich schon berichtet habe. Durch erstere kann man die Hiilfte des ent- 
haltenen Hormons, durch letztere fast die Gesamtmenge, wenigstens 80— 
9026 vonihm, gewinnen. Ich will die Methode unten nur kurz beschreiben. 
Genaueres dariiber kann man in meiner Verdffentlichung” ,,Uber das 


Pankreashormon im Blute in verschiedenem Zustand “ erfalren. 


I. Alkohol-Schwefelsiiure-Methode. 


Im Verhiiltnis von 1,324 setzt man dem Blut 9524 Schwefelsiiure und 
die 3 fache Menge 9526 Alkohol zu und liisst das Gemisch 24 Stunden lang 
stehen; man destilliert den Alkohol und auch zum Teil das Wasser mittelst 
der Vakuumvorrichtung ab, dann giesst man den Riickstand in den Schei- 
detrichter und schiittelt ihn mit Ather; nach 12-24 Stunden entnimmt man 
die die unterste Schicht bildende Lésung, d.h. das Extrakt durch den Hahn 
und verdunstet den Ather sowie auch das Wasser so stark wie méglich in dem 
Faust’schen Apparat; man neutralisiert es mit verdiinnter Kalilauge und 
spritzt es in die Unterhaut der Kaninchen. Vor und nach der Injektion 


bestimmt man den Blutzucker an den Kaninchen. 


II. Aceton-Pikrinsiiure-Methode. 


0 


Dies ist eine von Baker, Dickens und Dodds” angegebene Methode, 


welche ich fiir die Herstellung des Pankreashormons im Blute anwandte. 
Man setzt 30 ccm Blut 0,7 g Pikrinsiiure in Pulverform und ca. 25 ccm 
Aceton zu, mischt sie gut und zentrifugiert sie, dann dekantiert man die oben- 
stehende klare Fliissigkeit, setzt dem Bodensatz ca. 25 ccm 70% igen Acetons 
za und riihrt das Gemisch mit Glasstiibchen gut um, zentrifugiert und 
dekantiert es ; man behandelt es noch einmal mit Aq. dest. ebenso wie oben ; 
man vereinigt dann die oben 3mal dekantierten Fliissigkeiten und liisst das 
Aceton durch den Faust’schen Apparat austreiben; man zentrifugiert sie 
und giesst die obere Fliissigkeit ab; man wiischt den Bodensatz mit Ather 
einige Male aus und lost ihn in 5-6 ccm Salzsiiure-Alkohol, welcher aus 25 
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cem n/3 Salzsiiurelésung und 75 cem 95% igem Alkohol besteht ; man 
zentrifugiert die Lésung und dekantiert oder vielmehr saugt die obenste- 
hende klare Fliissigkeit mit Saugpipette so vollstiindig wie méglich ab, fiigt 
ihm reines Aceton bis zur 10 fachen Menge hinzu und zentrifugiert noch ein- 
mal und dekantiert die obere Fliissigkeit, d. h. das Aceton, wiischt den Riick- 
stand mit Ather einige Male aus und trocknet ihn im Exsikkator auf 
Schwefelsiiure im Vakuum. Auf diese Weise bekommt man das gewiin- 
schte Pankreashormon als weisses Pulver ; man list das Pulver in schwach 
saurem Wasser (1 Tropfen 20 Vol. 92 H,SO, zu 50 ccm H,O) auf und 
injiziert dies in die Unterhaut eines schon 24 Stunden lang hungernden 
Kaninchens und bestimmt dessen Blutzucker. Wir gebrauchten die neue 
Bang’sche Mikromethode fiir die Blutzuckerbestimmung. 


A. Versuche bei Hunden. 


I. Pankreashormon im Blut der Hunde, bei welchen 


N. vagus gereizt wurde. 


Die Untersuchungstechnik ist fast gleich wie die im Kapitel I geschil- 
derte, deshalb beschreiben wir hier nur einige Hauptpunkte: bei den 24 
Stunden lang hungernden Hunden wurden Tracheotomia und Vagotomia 
duplex ausgefiihrt ; unter kiinstlicher Atmung 6ffneten wir den rechten un- 
teren Brustteil und suchten die N. vagi auf, welche den Oesophagus beglei- 
ten ; wir steckten sie in die schon erwiihnte besondere Elektrode ein und 
reizten 10-20 Minuten lang mit relativ schwachem Induktionsstrom mit 6 
maligen Unterbrechungen pro Minute mittelst des Metronoms ; am Ende 
des Versuches entnahmen wir Blut durch die Carotiskaniile und priiparier- 
ten das Pankreashormon aus dem Blut durch die oben geschilderte Alkohol- 
Schwefelsiiure-Methode ; wir injizierten das gewonnene Extrakt unter die 
Haut der Kaninchen und bestimmten die dadurch verursachte V eriinderung 
seines Blutzuckers. 

Im Folgenden seien die Hauptpunkte jedes Versuches tabellarisch 


mitgeteilt. 
Fall 19. 


Wie aus Tabelle XIV ersichtlich, nahm der Blutzucker des Hundes 
durch die 1. Reizung nur in geringem Grade ab ; bei der niichsten Reizung 
ist er unveriindert geblieben ; man kann niimlich bei diesem Fall fast keinen 
Einfluss der Vagusreizung auf den Blutzucker sehen. Aber das Alkohol- 
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extrakt des Blutes von diesem Hunde, das am Ende der 2. Reizung, d. h. 
nach 40 Minuten langer Reizung, entnommen wurde, konnte den Kanin- 
chenblutzucker auffallend, niimlich um 4726, vermindern. 


Tabelle XIV. 
(Fall 19) 


Vers. Nr. 1. 9. V. 1925. Hund 4 9,7 kg. 











Zeit Blutzucker 
(70) 
Direkt vor der Operation (vor 1015 yorm. 0,096 
ca. 30/ 0,1 g Morph. hydrochl. 
subkutan) 
Sofort nach d. Operation | 11510 vorm. (Operationsdauer 55’) | 0,156 
1, Reizungsperiode | 11107-1152 vorm. (15/) 0,148 
2 11%25/-1150’ yori. (25/) | 0,149 


™ (Blutentnahme) 


Den Einfluss des Pankreashormons im obigen Hundeblute auf den 
Blutzucker eines Kaninchens sieht man im folgenden. 








| | Blutzucker (22) | Grad d. 
| Methode d. _ , | Kéep. —| Vermin- 
— d. | Isolierung es | Gew. d. | = 24St. | 43 St. | derung 
8 | d. Hormons oe | Kanin, | “Ini * | mach d.| nachd.| d. Blut- 
J: Inj. Inj. | zuckers 
140 cem | AaB, 10cem | 1280g | 0,104 | 0,056 | 0,071 | 47 26 


J i ) 


Dies ist das Verhiiltnis des verminderten Blutzuckers zu dem vor der 
Injektion. 


Fall 20. 


Bei diesem Fall nahm Blutzucker fast entsprechend dem Reize und der 
Ruhe ab oder zu, besonders verminderte er sich auffallend nach der 2. Rei- 
zung ; man kann bei diesem Fall deutlichen Einfluss der V agusreizung auf 
den Blutzucker sehen. Das Alkoholextrakt des Hundeblutes konnte 
Kaninchenblutzucker deutlich, niimlich um 3096, vermindern. 
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Tabelle XY. 
(Fall 20) 
Vers. Nr. 2. 13. V. 1925. Hund 34 18,8 kg. 





| 
Zeit Blutzucker 
(%2) 
Direkt vor der Operation (vor ca. 10°56’ vorm. 0,117 
30’ 0,19 g Morph. hydrochl. 
subkutan) 
Sofort nach d. Operation 1145’ yorm. (Operationsdauer 49/ 0,142 
1. Reizungsperiode 11545/-55/ vorm. (10/) 0,136 
1. Ruheperiode 11°55’ vorm.-12"15 nachm. (20/) 0,152 
12%15/-1230/ nachm. (15/) 0,106 


2. Reizungsperiode 
(Blutentnahme) 


Der Einfluss des Pankreashormons im obigen Hundeblute auf den 


Blutzucker eines Kaninchens wird im folgenden gezeigt. 





Blutzucker (72 





Menge d. ssc senor Menge d. —_. we 2} St | 43 St 
Blutes 6 | Extraktes| po." | vord. | “2%, | “2% 
d. Hormons | Kanin. Inj nach d. | nach d. 
J: Inj. | Inj. 
140 com | ATF | geem | 1470 | 0,102 | 0,090 | 0,071 
HY, 


Fall 21. 


Bei diesem Fall nahm Blutzucker anfangs auf das Reizen hi 


Grad d. 
Vermin- 
derung 
d. Blut- 
zuckers 





30% 


n vielmehr 


zu, sank dann aber in der darauffolgenden Ruheperiode. Das Alkoholex- 


trakt des Hundeblutes konnte Kanichenblutzucker deutlich, nimlich um 


26°, vermindern. 
Tabelle XVI. 
' (Fall 21) 
Vers. Nr. 4. 20. V. 1925. Hund 2 6,5 kg. 











Zeit | Blutzucker 
| — (%) 

Direkt vor der Operation (vor | 10%30/ vorm. 0,104 

ca. 30/ 0,7 g Morph. hydrochl. | 

subkutan) 
Sofort nach d. Operation 11°18’ yorm. (Operationsdauer 48’) 0,152 
1. Reizungsperiode 1118/-35/ yorm. (17’) 0,184 
1. Ruheperiode 1135/-53’ yorm. (187) 0,171 
2 11553’ vorm.-12"8’ nachm. (15/) 0,159 


a“ 


»” 
(Blutentnalime) 
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Der Einfluss des Pankreashormons im obigen Hundeblute auf den 


Blutzucker eines Kaninchens ist wie folgt. 








} Blutzucker (72) Grad d. 
— Methode d. a kien, - Vermin- 
=e -" | Isolierung | j._ 8 ...| Gew. d. 7 23 St. 43 St. derung 
Blutes Lu _| Extraktes “pee vor d. 

d. Hormons Kanin. Inj nach d.| nachd.  d. Blut- 
J Inj. Inj. zuckers 

140 cem | — 11 eem 1500 g 0,092 | 0,069 | 0,090 26° 

os 


Fall 22. 


Bei diesem Fall nahm Blutzucker durch Vagusreizung ab ; das Alko- 
holextrakt dieses Hundeblutes konnte Kaninchenblutzucker um 3224, ver- 





mindern. 
Tabelle XVII. 
(Fall 22) 
Vers. Nr. 7. 6. V. 1925. Hund 9° 8,5 kg. 
Zeit slutzucker 
. (%o) 
Direkt vor der Operation (vor ca. 9625’ vorm. 0,087 
30’ 0,09 g Morph. hydrochl. 
subkutan) | 
Sofort nach d. Operation | 1023/ vorm. (Operationsdauer 58’ 0,137 
1. Reizungsperiode 10523/-48’ vorm. (25/) 0,112 
1. Ruheperiode 10>48/-11"3/ yorm. (15/) ~- 
1153/-8’ yorm. (5/) 0,010 


2. Reizungsperiode 
(Blutentnahme) 


Der Einfluss des Pankreashormons im obigen Hundeblute auf den 


Blutzucker eines Kaninchens ist im folgenden gezeigt. 











Blutzucker (%) Grad d. 
‘ | Methode d. a Kien. [| . Vermin- 
ee | Isolierung —— Gew. d. | wt 23 St. | 43 St. derung 
| d. Hormons | ~~ “| Kanin. | ag nach d. | nachd.| d. Blut- 
J: Inj. | Inj. zuckers 
— Peay Bese 
140 ccm | Aikohol- | 10cem | 1600g | 0,090 | 0,062 | 0078 | 3226 
HY, 


Fall 23. 


Bei diesem Fall nahm Blutzucker auch durch Vagusreizung ab ; aber 
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das Alkoholextrakt dieses Hundeblutes konnte das Niveau des Kaninchen- 


blutzuckers nicht deutlich herabsetzen. 


Tabelle XVIII. 
(Fall 23) 


Vers. Nr. 8. 25. V. 1925. Hund 4 8,5 kg. 








Zeit | Blutzucker 
(%) 
Direkt vor der Operation (vor ca. 1010’ yorm. 0,108 
30’ 0,09 g Morph. hydrochl. 
subkutan) 
Sofort nach d. Operation | 1055’ vorm. (Operationsdauer 50/) | 0,111 
1. Reizungsperiode | 10%55/-11"10 yorm. (15/) 0,089 
2. Sa 1110/-25 yorm. (15/) _- 
1. Ruheperiode | 1125/-30/ vorm. (5/) 0,079 
(Blutentnahme) 


Den Einfluss des Pankreashormons im obigen Hundeblut auf den 
Blutzucker eines Kaninchens findet man in folgender Tabelle. 














Blutzucker (22) Grad d. 
ne Methode d. ae tl een aes econ Os 
" Blutes * | Tsolierung see. tl jew.d. | ond | 24St. | 44St. | derung 

R d. Hormons | ~ ~ | Kanin. a | nach d.| nach d.| d. Blut- 
Inj. . 7 nj. | zuckers 
,, | Alkohol- ‘ ” | el fast un- 
140 ccm | H.SO, 9 ccm 1400 g | 0,089 0,089 0,104 cutee. 


Il. Pankreashormon im Blute der Hunde, bei 
welchen zur Kontrolle N. vagus 
nicht gereizt wurde. 


Bei diesen Kontrollfillen haben wir ausser elektrischer Reizung ganz 
den gleichen operativen Eingriff wie bei den vorigen Fiillen gemacht. Wir 
teilen unten tabellarisch die wichtigsten Punkte jedes Versuches mit. 


Fall 24, 


Bei diesem Fall stieg das Niveau des Blutzuckers wiihrend der Unter- 
suchung, und das Alkoholextrakt dieses Hundeblutes konnte Kaninchen- 
blutzucker auch nur in geringem Grad, d. h. um 7%, vermindern. 
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Tabelle XIX. 
(Fall 24) 
Vers. Nr. 3. 16. V. 1925. Hund 4 10,5 kg. 





Zeit Blutzucker 








(%) 
Direkt vor d. Operation (vor ca. | 9%55/ yorm. 0,092 
30 0,11 g Morph. hydrochl. 
subkutan) 
Sofort nach d. Operation | 1035’ yorm. (Operationsdauer 43/) 0,125 
45 nach d. Operation | 10>38/-11"18/ yorm. (45/) 0,131 
(Blutentnahme) 


Der Einfluss des Pankreashormons im obigen Hundeblute auf den 


Blutzucker eines Kaninchens ist wie folgt. 








| Blutzucker (22) Grad d. 
: | Methode d. | 4, | Kip. -— - | Vermin- 
— d. | Isolierung a Gew. d. — es 24 St. | 43 St. derung 
utes | d. Hormons | ”*******|  Kanin ’ by * | nach d.} nach d.| d. Blut- 
PS Inj. | zuckers 

Alkohol- ‘ ae ' - Sas 

140 ccm HSO, 12 cem 1320 g | 0,090 | 0,084 0,086 | 7% 


Fall 25. 
Auch bei diesem Fall ist Blutzucker wiihrend der Untersuchung fast 
unveriindert geblieben, und das Alkoholextrakt des Hundeblutes konnte 
Kaninchenblutzucker nur um 620, vermindern. 


Tabelle XX. 
(Fall 25) 


Vers. Nr. 5. 22. V. 1925. Hund ? 17 kg. 

















| Zeit ~~ 

Direkt vor der Operation (vor ca. 95 vorm. 0,150 

30 0,17 g Morph. hydrochl. 

subkutan) 
Sofort nach d. Operation 10°55’ yvorm. (Operationsdauer 1") 0,197 
25 m 1055/1120 yorm. (25/) 0,194 
45 a 11"20/-40 vorm. (20/) 0,190 

(Blutentnahme) 


Der Einfluss des Pankreashormons im obigen Hundeblute auf den 


Blutzucker eines Kaninchens ist wie folgt. 








Blutzucker (22) 


Grad d. 





Vermin- 





Methode d. a= 
Menge d. | Isolierung Menge d. 238t. | 43 St. derung 
slutes Extraktes vor d. . 4 — 
d. Hormons Inj nach d.| nachd.| d. Blut- 
J Inj. Inj. zuckers 
140 cem HE. 12 ccm 0,085 0,081 0,088 6% 


Fall 26. 


gig, wiihrend 


Bei diesem Fall stieg der Blutzucker, obgleich geringfii 
der Untersuchung, und das Alkoholextrakt des Hundeblutes konnte Kanin- 


chenblutzucker nicht vermindern. 


Tabelle XXI. 
(Fall 26 
Vers. Nr. 6. 23. V. 1925. Hund 4 7,5 kg. 
eit — 





Direkt vor der Operation (vor ca. 9630’ yorm. 0,090 
30’ 0,08 g Morph. hydrochl. 


0,128 


subkutan) 
Sofort nach d. Operation 10620’ vorm. (Operationsdauer 50/) 
30/ 1020-50’ yorm. (30/) 0,126 


” 
Blutentnahme) 


Den Einfluss des Pankreashormons im obigen Hundeblut auf den 


Blutzucker eines Kaninchens sieht man im folgenden. 








Blutzucker (22) Grad d. 
Menge d. | Meth: de d. Menge d. Korp. ee Ey Or Vermin- 
ite. | Isolierung, Extraktes Gew. d. | am | 23 St. | 43 St. derung 
ures | d. Hormons | *“**8*"8|  Kanin. | | Rach d.| mach d.| d. Blut- 
| Inj. Inj. zuckers 
Amer | Gem | 1400g | 0,092 | 0,125 | 0,110 | ™senom 


140 ccm ILSO, 


Fall 27. 


Bei diesem Fall ist der Blutzucker wiihrend der Untersuchung un- 
veriindert geblieben, und das Alkoholextrakt des Hundeblutes konnte den 


Blutzucker des Kaninchens nur um 720, vermindern. 
“?9 
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Tabelle XXIT. 
(Fall 27) 
Vers. Nr. 9. 27. V. 1925. Hund 6 14 kg. 











Zeit Blutzucker 
Direkt vor der Operation (vor ca. 9»27/ yorm. 0,090 
30” 0,14 g Morph. hydrochl. 
subkutan) 
Sofort nach d. Operation 10°15’ yorm. (Operationsdauer 487) 0,137 
20/ - 10615/-3 vorm. (207) 0,137 
4i5/ ‘-: | 10%35/-11» yorm. (25/) 0,135 


Den Einfluss des Pankreashormons im obigen Hundeblute auf den 


Blutzucker eines Kaninchens findet man im folgenden. 








Blutzucker (22) Grad d. 
Monee é. Meth« nde d. | Korp. a on Vermin- 
Blutes Isolierung Extraktes Gew. d. ee 24St. | 43 St. derung 
P d. Hormons | “~~ Kanin. I ‘Sa | nach d.| nachd.| d. Blut- 
nj. ; . ‘ 
“ | Inj. Inj. zuckers 
Alkohol- ™ an . : , a 
140 cem H.SO, 12 cem 1380 g¢ | 0,086 | 0,080 | 0,089 ros 


III. Pankreashormon im Hundeblut, das vor und 
nach der Vagusreizung einem Hunde 


entnommen wurde. 


Bei den zu dieser Gruppe gehérigen Fiillen war die Behandlung die- 
selbe wie bei den anderen, aber bei ihnen wurden ca. 30 cem Blut durch die 
Carotiskaniile vor der Vagusreizung entnommen; endlich liessen wir sie sich 
nach der Vagusreizung bis zum Tod verbluten. Aus dem Blut priiparier- 
ten wir Pankreashormon nach der schon beschriebenen Alkohol-Schwefel- 
siiure-Methode oder Aceton-Pikrinsiiure-Methode und bestimmten die durch 
Injektion dieses Pankreashormons hervorgerufene Blutzuckerverminderung 
des Kaninchens. 


Fall 28. 


Bei diesem Fall ist der Blutzucker, wie in Tabelle X XIII gezeigt wird, 
durch Vagusreizung unveriindert geblieben. Das mittels der Aceton-Pik- 
rinsiure-Methode bereitete Pankreashormon aus 30 ccm Blut, welches vor 


der Vagusreizung entnommen wurde, setzte den Blutzucker des Kaninchens 
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bei der Injektion um 5% herab. Dasjenige aber aus 30 ccm Blut, welches 
nach der Vagusreizung entnommen wurde, verminderte den Blutzucker des 
Kaninchens um 1524. Aber das Alkoholextrakt, das aus 30 ccm des zu- 
letzt entnommenen Hundeblutes dargestellt wurde, hatte keine Kraft, den 
Blutzucker des Kaninchens zu vermindern. 


Tabelle XXIII. 
(Fall 28) 


Vers Nr. 10. 5. VI. 1925. Hund 6 8,8 kg. 








Zeit _ aad 
Direkt vor der Operation (vor ca. | 95/ yorm. 0,099 
30’ 0,09 g Morph. hydrochl. | 
subkutan) | 
Sofort nach d. Operation (Blut- 10" yorm. (Operationsdauer 55’) 0,110 
entnahme 30 ccm) 
Reizungsperiode (Blutentnahme) | 10-1010’ yorm. (10) 0,113 


Der Einfluss des Pankreashormons im obigen Hundeblute auf den 


Blutzucker eines Kaninchens ist wie folgt. 











| Blutzucker (22) Grad d. 
Zeit d.  yronge g, | Methode d. | kin Vermin- 
Blutent- | * Bl = “- | Tsolierung | Gew. d. _ 24 St. 4 St. derung 
nahme ules | d. Hormons| Kanin. ‘Ini * | nach d.| nachd.| d. Blut- 
J: Inj. | Inj. | zuckers 
vor d. | 30cem | Acet.-Pikr.| 1150g | 0,088 | 0,084 | 0,087 5% 
Reiz. . 
ey ‘ 1120,, | 0,098 | 0,084 | 0,091 | 1524 
Reiz. Alkohol- ‘i ' _ fast un- 
| ” H SO, 120, | CASO | C600 | 0008 | vcchadert 


: Fall 29. 


Bei diesem Falle nahm Blutzucker durch Vagusreizung deutlich ab ; 
das Pankreashormon aus dem nach der Vagusreizung entnommenen Hunde- 
blut, das durch die Aceton-Pikrinsiiure-Methode bereitet wurde, zeigte deut- 
lichen Einfluss auf den Blutzucker des Kaninchens, niimlich 1226 ige Ver- 
minderung, wiihrend dasjenige aus dem Blut vor der Vagusreizung keine 
Verminderung hervorrief. Aber das Alkoholextrakt, welches aus dem 
Hundeblut nach der Vagusreizung dargestellt wurde, liess Kaninchenblut- 
zucker durch Injektion nicht sinken. Wir kénnen das in Tabelle XXIV 


im Detail sehen. 
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Fall 30. 


Wie man aus nachfolgender Tabelle ersieht, nahm der Blutzucker bei 
diesem Falle durch Vagusreizung nicht deutlich ab. Wenn man den Ein- 
fluss des Pankreashormons im Hundeblut, das durch die Aceton-Pikrin- 
siiure-Methode priipariert wurde, auf den Kaninchenblutzucker betrachtet, 
findet man, dass er anfangs wirkungslos war, aber durch Vagusreizung deut- 
liche, d. h. 15% blutzuckervermindernde Kraft gewonnen hat. Aber das 
Alkoholextrakt aus letzterem Blut zeigte keinen Einfluss auf Kaninchen- 








blutzucker. 
Tabelle XXTV. 
(Fall 29) 
Vers. Nr. 11. 10. VI. 1925. Hund 9 11 kg. 
. Blutzucker 
| Zeit | (22) 

Direkt vor der Operation (vor ca. 10°’ yorm. 0,159 

30’ 0,11 g Morph. hydrochl. 

subkutan) 
Sofort nach der Operation (Blut- 1050’ yorm. (Operationsdauer 47’) | 0,180 

entnahme 30 ccm) 
Reizungsperiode (Blutentnahme) 10650/-11"10 yorm. (20/) 0,136 


Der Einfluss des Pankreashormons im obigen Hundeblute auf den 


Blutzucker eines Kaninchens ist wie folgt. 

















| | Blutzucker (22) Grad d. 
Zeit d. _— Methode d. ie, TO Vermin- 
Blutent- | ~ ool * | Tsolierung Gew. d. | — 23 St. 4} St. | derung 
nahme | _ d. Hormons| Kanin. og nach d.| nach d.| d. Blut- 
ii Inj. Inj. | zuckers 
vor d. ot oe os ih 200 1082 oa 7 ae fast un- 
Reiz. 30 cem Acet.-Pikr. 1320 g 0,083 0,084 0,092 eachediens 
amet 5 : 1220,, | 0,087 | 0,076 | 0,089 12° 
- J] 
Reiz. }| Alkohol- on , . fast un- 
l ” I1,SO, nar Opes 0,096 | 0,010 veriindert 
Tabelle XXYV. 
(Fall 30) 
Vers. Nr. 12. 6. VI. 1925. Hund 4 8 kg. 
Zeit —— 
Direkt vor der Operation (vor ca. | 910/ yorm. 0,141 
30’ 0,08 g Morph. hydrochl. 
subkutan) 
Sofort nach der Operation (Blut- | 10" vorm. (Operationsdauer 50/) 0,149 


entnahme 30 ccm) 
Reizungsperiode (Blutentnahme) | 10-1010’ vorm. (10) 0,137 
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Den Einfluss des Pankreashormons im obigen Hundeblute auf den 


Blutzucker eines Kaninchens sieht man im folgenden. 

















Blutzucker (22) Grad d. 
Zeit d. is i Methode d. K orp. ee maaseeeenen ¢ —| Vermin- 
Blutent- | * Blutes *| Isolierung | Gew. d. — 24 St. | 43St. | derung 
nahme d. Hormons; Kanin. Inj nach d. | nach d.| d. Blut- 
Inj. Inj. zuckers 
ag 30cem | Acet.-Pikr.| 1100g | 0,080 | 0,081 | 0,084 | fast un- 
teiz. veriindert 
nach d. f ” ” 1200 ” 0,088 0,076 0,081 1526 
Reiz. Alkohol- = ~ . fast un- 
: 300 0.078 07 80 ‘ 
| s HSO, i - one 0,074 0,080 veriindert 


Ich fasse hier alle obigen Versuche bei Hunden iibersichtshalber in den 


folgenden 3 Tabellen zusammen : 


Pankreashormon im Blute 


Tabelle 


der Hunde 


XXVI. 


, bei welchen N. 


vagus gereizt wurde. 








is g ; L Blutzucker re 
Eg = a :e3 | Ba Cae | 
ees s »y we SS i Dm ‘ ont a | > a 
Ves Nr. | GE | G | 52/88/89] &) LF] LE] Ses 
u. Datum f= | 95 2s: | § o| Bs , |Q2g/ Bg] oss 
—_ oy Sse | oH | :S_; c om | oe 265 
| 3 ma” | ae 3 ae w¢ 2s 
|  & > S & 
oui 1 a oats Alkohol- | ra A - 
9. V. 1995 98 kg/140cem!| HSO, (10 cem 1280g) 0,104! 0,055) 0,071! 47292 
ee Methode 
”» 
— a e * 9 ,, 1470,,| 0,102 0,090 0,071) 30, 
~ , wee | We " » 11 ,, |1500,,| 0,092 0,069} 0,090) 26,, 
6. V.1995 | 8» |» » 10 ,, |1600,,| 0,090 0,061/ 0,078! 32, 
. e a at 
5 Vv. 1925 8,5 ” ” ” e = 1400 ” 0,089 0,089 0,104 fast un- 
srt Tata veriindert 


Aus der Tabelle ersieht man deutlich, dass das Extrakt aus Blut der 


Hunde, bei welchen N. vagus gereizt wurde, ziemlich stark auf den Kanin- 


chenblutzucker vermindernd wirkt. 


sein Extrakt war gar nicht wirksam. 


Der Fall 8 bildete eine Ausnahme : 
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Tabelle XXVILI. 


Pankreashormon im Blute der Hunde, bei welchen zur Kontrolle 
N. vagus nicht gereizt wurde 





Vers. Nr. 
u. Datum 


Korpergew. 
d. Hundes 








3. 1925 


16. V. 1925 | 10,5 kg | 140 ccm 
22, V. 1925 | 170 » 

6 = | 
23, V.1925 | ‘” » 

9. | 140 y 


und nach Vagusreizung entnommen wurde. 


Isolierung d. 


| Menge d. Blutes 
Methode d. 


—TAlkohoF- | 


Methode | 





or 


| Blutzucker (22) 


23 St. 
nach d. Inj. 
4} St. 
nach d. Inj. | 
Grad d. Ver- 


ol 
minderung d. 


Blutzuckers 





2/38) be) _ 
S @ 6 S's -_ 
E | Fe/ 3¢| 4 
2 Sel Ss] 
= |4a!lSs/ ¢ 

ie 

H,SO, (12 cem 1320 g! 0,090 
” ”» 1200 ” 


0,085 


» | 1400,,| 0,092 | 


- »  |1380,,| 0,086 


Tabelle XXVIII. 


Pankreashormon im Blute desselben Hundes, das ihm zweizeitig yor 














= = 2 Su 
ie oo ac 
ws | S| £8 
os | aes a 
ga | 3. 5. A 
» tis Cw 
> 7} iy; Sod 
| vor d. 
| Reizung |* 
5. VL 8,8 kg 
1925 | nach d. 
Reizung 
| vord. 
11 Reizung 
10. VI. | 11,0 ,, | 
1925 | nach d. 
Bisioung 
[ vor d. 
12 | Reizung | 
me 1&2. 
1925 nach d. 
| Reizung | 





Wie aus diesen Tabellen leicht ersichtlich, nahm der Blutzucker bei 
Hunden durch Vagusreizung zumeist ab, obgleich er bei den Kontrollver- 

















g : ._ | Blutzucker (2) 
a.| Vos Es | 
a] oho lee) 2 | 2 
$1) 25E | ke) = as 
P| se" |23| = las 
= = | £ | 3 
x r= 
Aceton- | ee 
'30 ccm Pikrinsiiure- 1150 g 0 088 0 084 | 
Methode | 
| | 
" |1120,, | 0,098 | 0,084 
| | 
oe, > > 
Pa 1320 ,,| 0,084} 0,084 
si 122 »| 0,087 
in eee mom 
- 1100,,| 0,080] 0,081 
a | ae 0,088 


nach d. Inj. 
Blutzuckers 


4} St. 


minderung d. 


Grad d. Ver- 
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suchen fast unverindert geblieben ist ; diese Resultate stimmen mit denen 
im Kapitel I iiberein. 

Das Pankreashormon im Blute des Hundes nahm durch Vagusreizung 
im allgemeinen auffallend zu: das Alkoholextrakt, das aus 140 ccm des 
nach Vagusreizung entnommenen Blutes extrahiert wurde, verminderte 
Kanichenblutzucker, ausser einem unveriinderten Fall, um 26 bis 4724, im 
Durchschnitt ca. 3624, bei den Kontrollfillen, auch ausser einem unver- 
iinderten Fall, um 6 bis 726, im Durchschnitt um ca. 7%. Das Pankreas- 
hormon in 30 cem Hundeblut, das vor Vagusreizung von einem Hunde 
entnommen und durch die Aceton-Pikrinsiiure-Methode dargestellt worden 
war, verminderte Kaninchenblutzucker bei einem Fall um 524, bei 2 Fiillen 
gar nicht, wiihrend das aus dem nach Vagusreizung entnommenen wirk- 


samer war, so dass es den Kaninchenblutzucker um 12 bis 1524 herabsetzte. 


B. Versuche bei Kaninchen. 


I. Pankreashormon im Blute von Kaninchen, bei 


welchen N. vagus gereizt wurde. 


Im vorigen Kapitel wurde die Technik eingehend geschildert, deshalb 
will ich hier nur kurz darauf eingehen. Bei 24 Stunden lang hungernden 
Kaninchen wurden beiderseitige Nn. vagi mit oder ohne Narkose von Ure- 
than oder Ather am Halse durchschnitten und in der Bauchhéhle yon dem 
unteren Oesophagusteil abpriipariert und in die schon erwiihnte besondere 
Elektrode gesteckt und gereizt. 

Der Blutzucker der Kaninchen stieg im allgemeinen wiihrend der 
Untersuchung immer mehr und zeigte keine deutliche Beeinflussung der 
Vagusreizung. Diese Ergebnisse stimmen mit denen im vorigen Kapitel 
iiberein. Obgleich die Pankreashormonsekretion sich vermehrt, kann doch 
das Hormon Blutzucker nicht deutlich vermindern, weil das Adrenalsystem 
des Kaninchens wahrscheinlich zu empfindlich ist und dadurch hervorgeru- 
fene Glykolyse lebhaft stattfindet. Folglich muss man das Pankreashormon 
im Blute des Kaninchens direkt bestimmen, um den wahren Einfluss der 
Vagusreizung auf die innere Sekretion des Pankreas zu finden. Nach Be- 
endigung der Reizung des Vagus wurde das Blut mittelst der Carotiskaniile 
bis zum Tode des Tieres entnommen ; das Pankreashormon im Blute wurde 
durch die schon oft genannte Alkohol-Schwefelsiiure-Methode oder Aceton- 
Pikrinsiiure-Methode priipariert und unter die Haut der Kaninchen ge- 
spritzt und der Blutzucker bei ihnen vor und nach der Injektion bestimmt. 
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Die Versuche (Fall 


gefasst : 


Pankreashormon im Blute 


31-38) seien in folgender Tabelle zusammen- 


Tabelle 
(Fall 


N. vagus gereizt wurde. 


31-38) 


XXIX. 


der Kaninchen, bei welchen 
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Wie aus obiger Tabelle ersichtlich verminderte das Pankreashormon 


in 30 ccm Blut, das durch die Aceton-Pikrinsiiure-Methode priipariert 
wurde, Kaninchenblutzucker, ausser bei einem Fall, um 31 bis 4896, im 
Durchschnitt um 422. 


zucker auffallend sinken. 


Auch sein Alkoholextrakt liess Kaninchenblut- 
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II. Pankreashormon im Blute der Kaninchen, bei 
welchen der Vagus zur Kontrolle 
nicht gereizt wurde. 


Bei diesen Fiillen (Fall 39-42) wurde der operative Eingriff ebenso 
wie bei den vorigen ausser elektrischer Reizung ausgefiihrt. Die Resultate 


werden in folgender Tabelle zusammengefasst : 


Tabelle XXX. 
(Fall 39-42) 


Pankreashormon im Blute der Kaninchen, bei welchen zur Kontrolle 
N. vagus nicht gereizt wurde. 
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Aus obiger 'Tabelle ist ersichtlich, dass das Pankreashormon im Blute 
der Kontrollfiille viel geringer als bei den vorigen ist und zwar ungefihr um 
die Hiilfte. Ferner scheint es mir, dass es keinen Unterschied der Pan- 
kreashormonmenge im Blute zwischen den mit Ather oder Urethan narkoti- 
sierten Kaninchen und den nicht narkotisierten gibt. 
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III. Pankreashormon im Blute der Kaninchen, bei 
welchen beiderseitige Nn. splanchnici 
durchschnitten wurden. 


Bei diesen Fiillen (Fall 45-50) war die Untersuchungstechnik ebenso 
wie bei den anderen ; aber beiderseitige Nn. splanchnici wurden oberhalb des 
Ganglion coeliacum vor der Vagusreizung durchschnitten. N.sympathicus 
wurde dadurch freilich yon den Nebennieren und auch von dem Pankreas 
abgetrennt. Die Versuchsresultate bei den splanchnikotomierten Kanin- 


chen werden in folgender Tabelle zusammengefasst. 


Tabelle XXXII. 
(Fall 43-50) 
Pankreashormon im Blute der Kaninchen, bei welchen 
N. splanchnicus durchschnitten wurde. 


- 
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1925 } } } 


Alle Kaninchen wurden 24 Stunden lang gehungert. 
Pankreashormon wurde bei allen Fiillen durch Aceton-Pikrinsiure-Methode isoliert. 
Je von 10 ccm Blut gewonnenes Pankreashormon wurde in je 1 ccm angesiiuerten 


Wassers gelist. 
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Wie aus obiger Tabelle ersichtlich, ist die blutzuckervermindernde 
Wirkung des Pankreashormons in 30 cem Blut, das vagusgereizten Tieren 
entnommen wurde, viel grésser als die aus nicht gereizten, d.h. erstere konnte 
Kaninchenblutzucker um 27 bis 4024, im Durchschnitt um 32%, aber 
letztere nur um 17 und 2024, im Durchschnitt um 192% herabsetzen. Ver- 
gleicht man den Hormongehalt des Blutes des splanchnikotomierten und 
nicht vagusgereizten Kaninchens mit dem des normalen Kaninchenblutes 
der Tabelle X XX, so findet man keinen Unterschied zwischen den beiden. 
Also sieht man, dass die Splanchnikotomie allein keinen Einfluss auf die 
innere Sekretion des Pankreas ausiibt. 

Wenn wir alle obigen Versuche bei den Kaninchen zusammenfassen, 
so geht daraus Folgendes hervor : 

1. Der Blutzucker der Kaninchen vermehrte sich immer wiihrend 
der Untersuchung unabhiingig von der Narkose und der Vagusreizung. 

2. Im Blute der vagusgereizten Kaninchen ist bedeutend mehr Pan- 
kreashormon enthalten als in dem der nicht gereizten, und es ist auch unab- 
hiingig von der Splanchnikotomie und der Narkose. 

Nun ist es nach Tscheboksaroff,'” Asher,” Biedl,” Elliott™ 
u. a. sicher aufgekliirt, dass die Adrenalinsekretion des Nebennierenmarks 
durch N. splanchnicus beférdert wird. Ich’ habe auch schon die Inner- 
vation der Nebenniere studiert und den N. splanchnicus als den sekretori- 
schen Nerven nachgewiesen. Ich habe N.splanchnicus oder N. vagus bei 
den Kaninchen durchschnitten und die dadurch hervorgerufene Nerven- 
veriinderung mikroskopisch verfolgt und schliesslich N. splanchnicus und 
zwar nur ihn allein als den Nerven des Nebennierenmarks nachgewiesen. 
Tscheboksaroff iiusserrte sich auch dahin, dass N. vagus keinen Einfluss 
auf die Adrenalinsekretion ausiibt. Aus den verschiedenen obigen For- 
schungen ergibt sich Folgendes: Der adrenalinsekretorische Nerv ist N. 
splanchnicus und wahrscheinlich nur er allein. Hier ist es auch von mir 
sicher nachgewiesen, dass die innere Sekretion des Pankreas yom N. vagus 
beherrscht wird. Ich glaube auch, dass sie durch N. vagus allein inner- 
viert wird, weil die Menge des Pankreashormons im Blute unabhingig von 
der Splanchnikotomie ist. Wenn es im N. splanchnicus Hemmungsfasern 
fiir die Sekretion des Pankreashormons giibe, so miisste das Pankreashormon 
im Blute durch Splanchnikotomie mehr oder weniger zunehmen, was aber 
in der Tat nicht der Fall ist. Wenn es umgekehrt Beférderungsfasern fiir 
die Pankreashormonsekretion im N. splanchnicus giibe, so miisste das Pan- 
kreashormon im Blute mehr oder weniger durch Splanchnikotomie abneh- 
men; ferner kénnen wir uns nicht denken, dass die Funktion eines Organs 
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in doppelter Weise durch Sympathicus und Parasympathicus geférdert 
wird. Aus allen obigen Versuchen bei Kaninchen fanden wir, dass N. 
vagus und wahrscheinlich er allein die innere Sekretion des Pankreas be- 
herrscht. Wenn wir endlich die Innervation der Innensekretion des Pan- 
kreas mit der der Nebenniere vergleichen, so finden wir, dass erstere vom N. 
vagus allein und letztere vom N. splanchnicus allein kontrolliert werden. 

Aus der Versuchsreihe in diesem Kapitel kénnen wir mit Sicherheit 


Folgendes schliessen: N. vagus beférdert die innere Sekretion des Pankreas. 
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,INTRODUCTION AND REFERENCES. 


Through my previous experiments” it has been shown that the urea- 


and non-protein nitrogen content in the blood of a rabbit is increased under 
certain conditions of parasympathetic excitement and, on the contrary, has 
a tendency to decrease more or less when the sympathetics are stimulated. 
It shows a distinct increase when the peripheral stump of the vagus is sti- 
mulated, or parasympathetic stimulants such as pilogggpjne and chgline are 


given, while in the case of atropine it shows rather a tendency to decrease. 
= —. 
1) Tashiro, Tohoku Journ. Exp. Med., 1925, 6, 601 & 630; 1926, 7, 221 & 268. 
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Tt has been also asserted that the increase of the urea- and residual nitrogen 
concentration in the blood of an animal after a caffeine injection, after fasting 
of the animal, and during anaesthesia, is due to the excitation of the vagus 
centres. The adrenaline injection, the splanchnic stimulation or the diabetic 
puncture brings about a very little decrease or no change at all. It decrea- 
ses on the afferent stimulation of the vagus, or on the administration of 
caffeine in large quantities. Guanidine in small doses causes a temporal de- 
crease, While a large amount is followed by a gradual and continuous in- 
crease. Insuline causes such a remarkable decrease of the urea- and the non- 
protein nitrogen concentrations of the blood that it can be compared fairly 
with that of the blood sugar, especially the amino-acid fraction is so dimini- 
shed that it sometimes marks nought. 

Observing these evidences in the urea- and the non-protein nitrogen 
contents of the blood, I have resolved to perform further experiments in or- 
der to investigate the changes in the uric acid content of the blood under 
similar conditions. 

Clinicians as well as biochemists have long been in disagreement in 
respect to the problem of uric acid diathesis. Uric acid, which is an end- 
product formed by the Saiaiis decomposition of nucleoprotein, is believed 
also to be synthetized of ammonia and urea, which are end-products in meta- 
bolism of protein bodies other than nucleoprotein. In all the mammals 
other than man and anthropoid apes, most of the uric acid is further oxidi- 
zed into allantoine and excreted in urine. In fowls and reptiles the greater 
part of the end-products in nitrogen metabolism are uric acid which is 
chiefly synthetized of ammonia salts and urea (Minkowski).” 

With regard to the effect of certain drugs upon the elimination of uric 
acid and allantoine, it has been repeatedly studied specially from the stand- 
point of gout therapy. Atophane is the most common drug that is used 
against the uric acid diathesis, and it is already proved that by this drug 
the elimination of uric acid is much augmented. Starkenstein,” observ- 
ing in rabbits and dogs that atophane causes increased elimination of the 
uric acid, but a decreased elimination of allantoine argued that atophane 
inhibits uric acid from being oxidized into allantoine. Experiments similar 
to this were repeated by Schittenhelm and Ullmann® Nagashima’ 


and many others. According to Nagashima’s experiment, salicylate seems 


2) Minkowski, Schmiedeberg’s Arch., 1886, 21, 41. 

3) Starkenstein, Schmiedeberg’s Arch., 1911, 65, 177. 

4) Schittenhe]m and U]] mann, Zeitschr. f. exp. Pathol. u. Therap., 1913, 12, 360. 
5) Nagashima, Acta scholae med. uniy. imp. kioto, 1921, 4, 257. 
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to bring about the same effect as atophane. Benzoate, though it causes no 
change in the uric acid elimination, produces a decrease in the allantoine 
elimination. Borissow,” Poduschka,’ Pohl” and others in their ex- 
periments observed an increase of the uric acid and allantoine elimination 
during the hydrazine poisoning, which observation was denied by Mendel] 
and Brown,” who performed similar experiments with cats. 

Abl™® announced, after experimenting with many kinds of drugs 
and chemicals, that the uric acid elimination is decreased by calcium, 
baryum, bismuth and uzara and its increased elimination due to atophane 
is inhibited by calcium, baryum, uzara and atropine, and that it is increased, 
on the other hand, by mustard, arsenic, tartar emetic, ipecacuanha, col- 
chicine, thorium-X, diarrhoics, santonine, glycerine, chloral, choline, nau- 
rine, physostigmine, strontium, sodium bicarbonate and piperazine. 

Dresel and Ullmann” saw, ina rabbit administered with caffeine, 
that the allantoine excretion was increased, this phenomenon being inhibited 
by severing the splanchnics. From this they presumed that the irritation 
of the nervous centres by caffeine brings about the increase of the uric acid 
excretion, just as the glycosuria. 

Michaelis™ could demonstrate an increase in the uric acid and al- 
lantoine elimination by sticking a certain point of the medulla oblongata and 
assert that this excitement was transmitted to the liver through the splanch- 
nics. Thus he ascertained “the uric acid puncture’’; but as it was accom- 
panied by an increase in the total nitrogen content of the urine, he presumed 
‘proteine puncture” to be at the same point. Leschke and Schneider™ 
observed by puncturing several points in the subthalamic region, that 
the nitrogen output was a little decreased but that any noticeable changes in 
the allantoine elimination were wanting. Yanakawa’™ and Brugsch, 
Dresel and Lewy™ observing that the output of uric acid or allantoine 
was increased, when the same point in the brain as the piqire was punc- 
tured, the latters bélieved that the point of “uric acid puncture” is situated 


6) Borrisow, Zeitschr. f. physiol. Chem., 1894, 19, 499. 

7) Poduschka, Schmiedeberg’s Arch., 1902, 48, 210. 

8) Pohl, ibid., 1902, 48, 367. 

9) Mendel and Brown, Americ. Journ. Physiol., 1900, 3, 261. 
10) Ab], Schmiedeberg’s Arch., 1913, 74, 119. 
11) Dresel and Ullmann, Zeitschr. f. ges. exp. Med., 1921, 24, 214. 

12) Michaelis, Zeitschr. f. exp. Pathol. u. Therap., 1913, 14, 255. 

13) Leschke and Schneider, Zeitschr. f. exp. Pathd. u. Therap., 1918, 19, 58. 

14) Yanagawa, Tokyo-Igakkwai-Zasshi, 1916, 30, 835. (Jap.) 

15) Brugsch, Dresel and Lewy, Zeitschr. f. exp. Pathol. u. Therap., 1921, 24, 262. 
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at the same point as the piqfre or at the region close to it, being connected 
with the peripheral organ through the splanchnics. 

Falta,” Yanakawa,” Pohl" and Strausky™ observed an in- 
crease of the allantoine or uric acid output when adrenaline was injected in 
an animal. Yanakawa showed in rabbit that when, besides adrenaline, 
uzara, tetrahydro--naphthylamine or caffeine was administered, or after 
piqare or asphyxia the allantoine elimination was increased. Falta got the 
same result in case of a dog by adrenaline, but he thought it due to the leucocy- 
tosis caused by adrenaline, while Poh] believed that this came only through 
the administration of a large dose of adrenaline. Krauss and Oesterrei- 
cher™ asserted in the case of a man that, when the blood pressure was raised 
by adrenaline, the uric acid content in the urine decreased, while that of the 
blood increased, and that it was not until the rise of the blood pressure passed 
over that the uric acid output increased, thus suggesting that there might be 
some relation between the uric acid retention in the blood and the rise of the 
blood-pressure. But Harpuder,™” on the other hand, could not discover 
any definite change in the uric acid content of the blood and urine under the 
suprarenine administration, pointing out the experimental error of Krauss 
and his co-workers. He further demonstrated that the uric acid excretion 
decreased by ergotamine but underwent no distinct change by atropine and 
pilocarpine{’ Marés*” obtained in man an increase in the uric acid output 
by pilocarpine injection. Strausky™ could obtain no distinct effect with 
pilocarpine and atropine, while A bl observed a decrease in the rate of the 
uric acid excretion by atropine. Thus we see that in animal experiments, 
adrenaline or similar drugs which have the action of stimulating the sym- 
pathetics, seem to increase the uric acid or allantoine elimination, while the 
effect of parasympathetic poisons appears to be indefinite. 

Abl™ observing that the excretion of uric acid is increased by emetics 
or diarrhoics, and on the contrary lessened by constipatics, pointed out that 
the uric acid synthesis is accelerated when the blood supply in the abdomen, 
especially in the liver, is augmented, an argument supported by Andree 
and Wendt,” but opposed by Kollmann.™ 


16) Falta, Zeitschr. f. exp. Pathol. u. Therap., 1914, 15, 356, 

17) Pohl, Biochem. Zeitschr., 1917, 78, 200. 

18) Strausky, Biochem. Zeitschr., 1923, 133, 434. 

19) Krauss and Oesterreicher, Verhandl. d. deut. Ges. f. inn. Med., 1922, 34, 150. 
20) Harpuder, Zeitschr. f. ges. exp. Med., 1924, 42, 1. 

21) Marés, Pfliiger’s Arch., 1910, 134, 59. 

22) Andree and Wendt, Biochem. Zeitschr., 1920, 107, 50. 

23) Kollmann, Biochem. Zeitschr., 1921, 123, 235. 
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With respect to the effect of these drugs upon the uric acid metabolism 
in fowls there is still much to be studied. Sharpe observed that adrena- 
line acted diuretically on the fowls, at the same time causing a distinct in- 
crease of the uric acid elimination. Robertson,” in his experiment, also 
has noted that the adrenaline diuresis is accompanied by a marked increase 
of the uric acid elimination, but also that, in the case of diuresis coming 
through some other causes, the same increase is sometimes observed. 

By injecting parasympathetic, sympathetic and other drugs into geese, 
I examined what changes would be effected in the uric acid content of the 


blood. 


METHOD OF EXPERIMENT. 


The estimation of the uric acid content of the blood was carried out 
following Folin and Wu’s method with Duboscq’s colorimeter and in 
most of the experiments also the urea-nitrogen content of the blood was esti- 
mated with blood filtrate by the urease method. The blood sample taken 
was in most cases about 5 c.c. each time from the carotid artery, or some- 
times from the wing artery. 

It has been already pointed out in my previous investigations” that in 
fasting a rabbit tight, the blood urea nitrogen content was markedly increas- 
ed. In the same way I have ascertained that the uric acid content of goose’s 
blood shows a great increase when the bird is bound. In order to avoid this 
effect of fastening, a cannula was inserted into the carotid artery under a tem- 
porary fixation, of the bird, and after tight bandaging the neck, the bird 
was released and placed in a cage. After an hour or more the first blood 
sample was drawn by means of a 5 c.c. pipette which was inserted into the 
carotid cannula, an assistant holding the fowl lightly by its neck and wings. 
No anaesthetic was used. Under these manipulations the uric acid content 


of the blood suffered only slight changes, as given in the following experi- 








ments. 
Exp.I. May 29, 1924. Goose 2. Body weight 2.4 kilos. 
Time a acid | Remarks 
(mgrm/dl) 
1210 Fixation, cannula inserted into carotid. 
1285 | | Operation finished, untied. 


24) Sharpe, Americ. Journ. Physiol., 1912-13, 31, 75. 
” 


25) Robertson, Americ. Journ. Physiol., 1914, 33, 324. 
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. Uric acid 
Time , Remarks 
(mgrm/dl) 
2, | . . . 
210_2:5 | Cannula slid off, reinserted. 
350 2290 
« DO 
450 3.32 
50 3.35 | 


Exp. II. May 31,1924. Goose 4. Body weight 4.5 kilos. 





. | Uric acid 
Time ao Remarks 
(mgrm/dl) 





11” Fixation, cannula inserted into carotid. 


11° Operation finished, released. 
245 2.67 
12 a4 

1* 2.68 

26 2.65 

3% 2.64 

4% 2.64 


The urie acid value thus obtained, I called preliminarily normal con- 


centration of the uric acid in goose’s blood. 


I. So-caALLeED Norma Uric Actp CONTENT OF 


GOosE’s BLoop. 


As above stated, in the case of fowls the greater part of the nitrogen- 
ous substance, which is eliminated with urine, is the uric acid. Hence the 
uric acid value of the blood 


Table I. 


is also considered to be 











greater than that in any Uric acid Uric acid Urie acid 
mammal or man. Folin (mgrm/dl) (mgrm/dl) (mgrm/dl) 
and Denis” estimated it at 2.95 2.43 3.54 
48 me > son” 3.38 6.17 2.67 
mgrm/dl, Robertson 413 400 reo 
at 5,15-6.16 mgrm/dl and 3.66 5.74 2.47 
1 ye 7) e 2.42 2.31 2.29 
Folin and Wu” at 2.5 243 201 ° 37 
and 3.8 mgrm/dl in chicken ao a 2. ~ 
aVJUO 0.0¢ at 
blood, while Mayrs™ at 3.32 3.53 1.35 
‘ . 2.55 4.10 4.13 
3.4- 16,1 mgrm/dl and 4.00 275 3.13 
4 29) 59 2h ” 
Krahmer®™ at 1.5-2.35 ne ene Po 3: 
mgrm/dl in plasma. What Minimum of uric acid 1.35 mgrm/dl. 
- _ Maximum of uric acid 6.17 mgrm/dl. 
I obtained was as follows : Average 3.18 mgrm/dl. 





26) Folin and Denis, Journ. Biol. Chem., 1913, 14, 29. 
27) Folin and Wu, Journ. Biol. Chem., 1919, 38, 81. 
28) Mayrs, Jour. Physiol., 1923-24, 58, 276. 

29) Krahmer, Biochem. Zeitschr., 1923, 139, 30. 
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Thus, the uric acid value of the blood I obtained, seems to come close, 
in the main, to what the above mentioned authors had measured, but the 
highest value of the plasma uric acid which May rs obtained (16.1 mgrm/- 
dl) appears to be over-estimated. This was presumably because he collected 
the blood samples during the operation and other necessary manipulations 
were taking, place thus leading to a condition, which I call “ binding-hyper- 


uricaemia.” 


II. Tue Errect or FIXaTion UPON THE Uric Acip 
CONCENTRATION OF THE BLoop. 


The motive that prompted me to devote my attention to finding out it 
the uric acid content of the blood in a goose would make a gradual increase 
from binding of its body, was derived from the fact that at the beginning 
of the present investigation, in order to obtain a control test, I anaesthetized 
a goose with paraldehyde, introduced into its muscular stomach by means 
of a gum canal, and bound it tight, and collected the blood sample from the 
carotid artery, thereby finding that the uric acid value of the blood showed 
very little changes, but it increased with its gradual awakening, then agi- 
tating and falling into a disquieting condition. The following are some of 


those experiments. 


Exp. III. April 28, 1924. Goose ?. Body weight 2.9 kilos. 

















Time Uric acid Remarks 
(mgrm/dl) 

10 2 c.c. paraldehyde introduced into stomach. 
hw | 1 c.c. ” ” ” ” 
1145 Tied up, cannula inserted into carotid. 
11 | 1.90 

102 1.91 

200 1.87 

230 Somewhat awaked 

3300 ’ 22 

4” 2.15 

Ex. IV. May 17,1924. Goose 9. Body weight 3.1 kilos. 

- Urie acid 
Time (mgrm/dl) Remarks 

840 | 2c. paraldehyde introduced into stomach. 

g# | Tied up, cannula inserted into carotid. 
10” 2.61 | 

11” 2.63 | 

1210 2.59 | 

1% | 3.2 Almost awaked. 

2 3.40 } 
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It has been presumed that the increase in the blood uric acid content 
four to five hours after paraldehyde anaesthesia is administered, is due to 
the effect of binding, which generally arises at the gradual awakening of 
the goose from the influence of the drug. Following this result, if the 
anaesthetic state is kept up for a long time by adding the drug little by 
little, we can carry on our experiments without markedly changing the blood 
uric acid content, but it is accompanied by many difficulties and inconve- 
niences. I therefore adopted the method above stated, which gives com- 
paratively minimum changes, by freeing the bird after the operation on the 
neck artery so as to facilitate the blood collection. - 

In Exps. V and VI I left the thus treated geese lose in the cages for 
from one to four hours, and then having bound them, I found a far more 
distinct increase of the uric acid value than in Exps. III] and TY. The 


urea-nitrogen content of the blood also increased gradually. 




















Exp. V. September 8, 1924. Goose 5. Body weight 3.6 kilos. 
Time Uric acid ia . rea-N Remarks 
(mgrm/dl) (mgrm/dl) 
870 | Tied up, cannula inserted into 
carotid. 

9°5 | Operation finished, released. 
10° 3.54 6.4 
10% | . Tied up. 
11” | 4.03 7.0 
11” | 3.37 7.8 
12% 4.02 8.4 

1” 4.24 9.0 

230 4.44 9.8 

Exp. VI. July 5, 1924. Goose ?. Body weight 3.7 kilos. 
Time Uric acid Remarks 
(mgrm/dl) 

8° | Tied up, operated as in Exp. V. 

918 | Operation finished, untied. 

1 3.42 

1” 3.44 

1% Tied up. 

205 | 3.96 | 

255 4.28 

49s | 6.27 | 

5% | 6.74 


Exp. VII, described below, was performed with a goose, which was not 
released after the operation, but left being bound, showing the gradual in- 
crease of the blood uric acid content. 
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Exp. VII. March 3, 1924. Goose 6. Body weight 4.7 kilos. 








. Uric acid 
Time | (nagpen/dl) Remarks 
20 Tied up, cannula inserted into carotid. 
310 | 5.80 
340 7.90 | 
410 | 9.78 
410 | 9.10 
10 10.00 


In three hours and ten minutes after the binding and operation it 
showed the high value of 10.0 mgrm/dl. Judging from this experiment, 
it might be possible to obtain the high value of 16.1 mgrm/dl, as reported 
by Mayrs.” 

Thus we see that the uric acid content of blood is distinctly increased 
by simply binding the animal, and that this relation is almost the same as 
the blood sugar or the blood urea-nitrogen content. The fact demonstrated 
by many investigators, that the uric acid or allantoine output is augmented 
by exciting the nerve centres with caffeine or diabetic puncture and is in- 
hibited by splanchnicotomy, suggests to us that it will also be increased by 
so-called “ binding,’ which also causes excitement of the nerve centres. 

In short, from the experiments above described, evidence was put for- 
ward showing that the blood uric acid content of a goose is gradually in- 
creased by binding. What I have supposed to be the normal blood uric acid 
value of a goose might be a value which is somewhat affected by the pain of 
its operation wound and other causes, but as long as there is no better method, 


I am compelled to call it preliminarily as the normal value. 


III. Tne Errecr or PILocarPIneE, CHOLINE AND ATROPINE 
UPON THE Uric Actp CONCENTRATION OF THE BLoop. 


Next, the effect of parasympathetic poisons on the uric acid concen- 
tration of the blood was investigated. It was difficult to find suitable dosages 
of these drugs for this purpose in as much as little is known about them in 
the case of the goose. But after surveying various dosages of pilocarpine 
I found a definite dosis of it which develops the characteristic symptoms in- 
creasing the secretion of saliva and tears, bringing diarrhoea etc. So, 
similarily a proper dose of choline was obtained. From the dosis of these 
two poisons I was able to measure the dosis of atropine as well. 

1, Pilocarpine. In geese weighing from 3 to 4.5 kilos the subcu- 
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taneous injection of 0.01 grm. of hydrochloric pilocarpine (Merck) was 
followed by increased flows of saliva and tears, diarrhoea and a restless state 


lasting from 1 to 1} hours. 


Exp. VIII. June 5, 1924. Goose 5. Body weight 3.5 kilos. 






































Time | Uric acid Remarks 
(mgrm/dl) 
gi Tied up, cannula inserted into carotid. 
9% Operation finished, released. 
10° AS 
10% } 2.41 
10” | 0.01 grm. hydrochloric pilocarpine subcutaneous- 
ly injected. 
11” | 2.17 
11% 1.75 
12” 2.06 
210 | 2.29 
310 2.38 
Exp. IX. June 28, 1924. Goose 3. Body weight 4.5 kilos. 
| Ure acid Urea-N 
Time (mgrm/dl) (mgrm/d]l) Remarks 
§20 | Tied up, operated asin Exp. VIII. 
810 Operation finished, untied. 
10 2.47 7.0 
11 2.46 7.0 
11% : 0.01 grm. hydrochloric pilocar- 
pine subcutaneously injected. 
11” 2.31 8.4 
120 2.10 12.6 
130 2.47 8.4 
30 2.48 6.3 
Exp. X. June 14, 1924. Goose 6. Body weight 4.3 kilos. 
, Uric acid Urea-N > - 
Time (mgrm/dl) (mgrm/dl) Remarks 
910 Tied up, operated asin Exp. VIII. 
940 Operation finished, untied. 
10% 2.42 \ 9 
115 2.43 j 12.6 
11” 0.01 grm. hydrochloric pilocar- 
pine subcutaneously injected. 
116 2.30 \ 33.6 
1290 1.97 j ss 
200 2.42 \ ° 
330 2.43 f 11.2 











In all of these experiments, within two or three minutes after the in- 
jection of pilocarpine, a manifest salivation and flow of tears occurred, accom- 
panied by frequent swallowing movements and defecation. After 14 hours 
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these symptoms disappeared and the animal came to somewhat quiet condi- 
tion. The uric acid content of the blood made a distinct decrease twenty 
minutes after the injection, diminishing still more in an hour, but returning 
to its original value after from 2} to 5 hours. On the contrary the 
urea-nitrogen content of the blood was observed to be most increased when 
the uric acid content was at its lowest. In another experiment on a goose 
weighing 5.3 kilos the same dosage of pilocarpine reduced the blood uric 
acid content from its original value of 2.3 mgrm/dl to 1.8 mgrm/dl in an 
hour after the injection. In three hours it showed 1.91 mgrm/dl. The 
urea nitrogen content made a manifest increase inan hour. In another ex- 
periment on a goose of 3.7 kilos body weight, the uric acid content of the 
blood decreased from 2.38 mgrm/dl to 1.97 mgrm/dl about an hour after the 
same amount of pilocarpine was injected. 

Thus, in geese pilocarpine injection gives rise to an augmented flow of 
saliva and tears, and a frequent defecation accompanied by a decrease in the 
uric acid content of the blood. There is also a distinct increase of the blood 
urea-nitrogen content as in the case of rabbits.” 

2. Choline. A subcutaneous injection of 0.1-0.15 grm. of hydro- 
chloric choline in geese of 3.6-3.7 kilos body weight caused a slight aug- 
mentation of saliva and tear flow, as well as a defecation. As to the uric 
acid concentration of the blood almost no change was shown in Exp. XI, 
while in Exp. XII it decreased very slightly in 20 minutes after the in- 
jection. Also in rabbits the increase in the blood urea- and residual nitrogen 


content after choline injection was only trivial.’ 


Exp. XI. July 16, 1924. Goose 6. Body weight 3.6 kilos. 











;, | Urieacid | ; 
Time | (mgrmjdl) | Remarks 

8% | Tied up, cannula inserted into carotid. 
10% Operation finished, released. 

11” ' 2.94 

120 2.90 

12° | 0.1 grm. hydrochloric choline subcutaneously 
_ _ injected. 

1° 2.90 

2 — 

400 | 2.89 


Exp. XII. July 14, 1924. Goose 4. Body weight 3.7 kilos. 











. | Urie acid 
Time | (mgrm/dl) Remarks 

oe | Tied up, operated as in Exp. XI. 
10'° Operation finished, released. 
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Time Urie acid 


(mgrm 'dl) Remarks 





126 2.33 
12% 2.33 } 
12% | 0.15 grm. hydrochloric choline subcutaneously 
injected. 

1250 2.11 

1% 2.20 

300 2.31 

4 3.3 





3. Atropine. In this series of experiments, 0.001 grm. of atropine 
sulphate was subcutaneously injected in geese weighing 2.4—3.7 kilos. In 
Exp. XIII, about 20 minutes after the injection of atropine, the blood uric 
acid content was seen slightly increased, showing still more of an increase 
after an hour, which was, however, returning to its original value after 2 
} hours. In Exps. XIV and XV the progress was the same. Changes 
in the urea-nitrogen value of the blood were, in general, similar to those of 
rabbits.” In an experiment not mentioned here, the uric acid value in- 
creased an hour after the injection of this alkaloid from 2.21 mgrm/dl to 


2.64 mgrm/dl. 


Exp. XIII. June 7, 1924. Goose 2. Body weight 3.3 kilos. 





Urie acid 




















Time (mgrm/dl) | Remarks 
ad Tied up, operated as in Exp. XII. 
gro Operation finished, released. 
10* 2.30 
11% 2.32 
11° | 0.001 grm. atropine sulphate subcutaneously in- 
jected. 
116 2.63 | 
1225 2.70 | 
155 2.31 
335 2.3 
. ~ | 
Exp. XIV. June 23, 1924. Goose 2. Body weight 2.4 kilos. 
. Uric acid | Urea-N 
Time (mgrm/dl) (mgrm/dl) Remarks 
9 Tied up, operated as in Exp. XIII. 
10% Operation finished, released. 
1110 2.01 10.5 
11% 2.04 10.5 
11* 0.001 grm. atropine sulphate sub- 
cutaneously injected. 
12” 2.18 4.9 
12% 2.45 7.0 
150 2.11 7.7 
350 2.03 | 13.3 
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Exp. XV. June 19, 1924. Goose 2. Body weight 2.7 kilos. 





: Uric acid Urea-N 
Time (mgrm/d]) (mgrm/dl) Remarks 





810 Tied up, operated asin Exp. XII. 

910 Operation finished, released. 
1020 
105° ‘ 
11% 0.001 grm. atropine sulphate 
subcutaneously injected. 


rot 
Ss 


11 30 
120 
1% 
200 


o 


8.4 
5.6 
9.7 
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From the above we learn that in geese the uric acid content of the blood 
shows a tendency to increase after atropine injection, though perhaps slight, 
while on the contrary, the blood urea nitrogen content indicates more or less 
of a decrease as in the case of rabbits. ‘The greatest decrease of the urea- 
nitrogen content does not necessarily accord with the greatest increase of the 
uric acid content. 

That the blood uric acid of a goose decreases or shows a tendency to 
decrease by the injection of pilocarpine and choline, while there is a slight 
increase by atropine, comes from the pharmacological character of these 
alkaloids ; that is, the blood uric acid content is reduced by the parasym- 
pathetic stimulants and augmented by their paralytics. In addition to this, 
I observed that when the vagus was stimulated with induction coil, it 
showed a tendency of decrease, as in case of pilocarpine injection. 


Exp. XVI. March 15, 1924. Goose 9. Body weight 4.2 kilos. 





Urie acid 


Time (mgrm/dl) Remarks 





10°0 Tied up, cannula inserted into carotid, left vagus 
severed in neck. 


re 
t=] 
on 


10% 
1191-11% Stimulation of vagus, coil distance 20 cms. 
1115 
11 
120 
105 





to bo bo bo 
aunu- 
Sone 


Exp. XVII. April 21,1924. Goose 3. Body weight 4.3 kilos. 





: Uric acid 
Time (mgrm/dl) Remarks 














1e Tied up, operated as in Exp. XVI. 
11 : 
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Uric acid 
Remarks 


Time (mgrm/dl) 





1210 
12-12% Stimulation of vagus, coil disstance 20 cms. 
}? 
155 
955 
355 





Exp. XVIII. February 26, 1924. Goose ¢. Body weight 3.5 kilos. 





Uric acid 
Time (mgrm/dl) Remarks 





1# Tied up, operated as in Exp. XVI. 
355 2.98 
2 Stimulation of vagus, coil distance 20 cms. 
= 2.27 

440 3.14 
§10 4.56 
610 §.21 





In these experiments, the fowls underwent very cruel treatment such 
as binding them in a holder, operating on the neck and severing the vagus 
and inserting a cannula into the carotid artery. Owing to the gradual in- 
crease of the uric acid content caused by so-called “ fixation,” it was very 
difficult to judge the real éffect of the vagus stimulation, but the evidence, 
that distinct decrease of the uric acid content occurred soon after it, seemed 
sufficient to suggest that the changes caused by pilocarpine were due to the 
irritation of the. vagus. 

In Exp. XVI the uric acid content of the blood showed a decrease 10 
minutes after the vagus stimulation, which however, made a sudden in- 
crease after 30 minutes. In Exp. XVII a decrease was observed 25 
minutes after the stimulation and maintained the same value for an hour, 
but showing a manifest increase after two hours. Exp. X VIII showed 
progress similar to that of Exp. X VII. 


TV. ‘Tue Errect or CAFFEINE UPON THE Uric AcID 
CONCENTRATION OF THE BLoop. 


In the following experiments, caffeine sodium benzoate was subcutane- 
ously injected in a dose of 0.21 to 0.3 grm. in geese of 3.0 to 4.0 kilos body 
weight. 
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Exp. XIX. June 24,1924. Goose 3. Body weight 4.0 kilos. 
: Uric acid Urea-N 
Time (mgrm/dl) (mgrm/dl) | Remarks 
820 Tied up, cannula inserted into 
carotid. 
910 Operation finished, untied. 
11% 2.19 5.6 
1220 2.23 5.6 
1235 0.3 grm. caffeine sodium ben- 
zoate subcutaneously injected. 
124 2.89 15.9 
1% 2.91 18.2 
375 2.71 11.2 
4% 2.35 _ 
Exp. XX. June 28, 1924. Goose 6. Body weight 3.9 kilos. 
“Sie Uric acid Urea-N ™ 
Time (mgrm/dl) (mgrm/dl) Remarks 
§°0 Tied up, operated asin Exp. XIX. 
955 Operation finished, untied. 
10% 2.06 14.0 
1055 2.05 14.0 
11 0.3 grm. caffeine sodium _ben- 
zoate subcutaneously injected. 
11% 2.25 8.4 
120 2.71 2.5 
1% 3.01 11.2 
370 2.59 14.0 
Exp. XXI. August 6, 1924. Goose 6. Body weight 3.5 kilos. 
° Uric acid Urea-N " 
Time (mgrm/dl) (mgrm/dl) Remarks 
880 Tied up, operated asin Exp. XIX. 
905 Operation finished, released. 
100 3.68 9.8 
10 3.69 10.4 
11 0.21 grm. caffeine sodium ben- 
' zoate subcutaneously injected. 
1170 4.44 12.6 
120 4.40 12.6 
200 4.10 9.8 
40 3.67 | 9.0 
Exp. XXII. August 4,1924. Goose 2. Body weight 3.0 kilos. 
: Uric acid Urea-N 
Time (mgrm/d]) (mgrm/dl) Remarks 
90 Tied up, operated asin Exp. XIX. 
10 Operation finished, released. 
11 2.54 8.4 
11” 2.51 7.7 
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: Uric acid Urea-N 
Time (mgrm/dl) (mgrm/dl) Remarks 
112 0.21 grm. caffeine sodium ben- 
zoate subcutaneously injected. 
1150 2.71 9.8 
1230 2.84 11.2 
230 _ 9.8 
400 2.50 8.4 








In these experiments, after the injection of caffeine, a distinct increase 
of the uric acid content of the blood was observed, continuing for from 15 
minutes to 3} hours. Exp. X-X showed the highest rate of increase, which 
was about 50%, in 2} hours after the injection. It is noteworthy that in 
this experiment the urea-nitrogen value of the blood decreased remarkably 
one hour after the injection. In the other three experiments an increase 
was more or less demonstrated. 

It has been repeatedly shown that the uric acid or allantoine secretion 
is increased by caffeine administration in mammals. According to Shar- 
pe’s™ experiment, when 0.01 grm. of natrio-benzoate caffeine was injected 
in a hen, the elimination of the total nitrogen was slightly increased with 
the increased diuresis, while in the uric acid secretion any noticeable changes 
were wanting. Yanagawa™ saw a manifest increase of allantoine elimina- 
tion by giving 0.5 grm. of caffeine to a rabbit. In comparing these two, 
I wonder if Shar pe’s dosis was not too little. Comment is useless as full 
records of the experiment are wanting. 

In short, when 0.2 to 0.3 grm. natrio-benzoate gaffeine is injected into 
geese, the uric acid content of the blood is increased in a pretty good quanti- 
ty. The blood urea-nitrogen content was also increased, but in one instance 
it showed a remarkable decrease. This phenomenon seen in geese might be 
similar to that which was observed when I gave a large dose of caffeine to 
a rabbit,” resulting in the decrease of the blood urea-nitrogen content. 


V. Tue Errect or ADRENALINE UPON THE Uric AcIp 
CONCENTRATION OF THE BLOOD. 


Next the effect of adrenaline upon the uric acid concentration of the 
blood was investigated. 
Exp. XXIII. July 3, 1924. Goose 9. Body weight 3.0 kilos. 





Uric acid Urea-N 


Time (mgrm/dl) (mgrin/dl) Remarks 














- Tied up, operated asin Exp. XXII. 
= Operation finished, released. 
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Exp. XXVI. June 30, 1924. Goose 3. 


‘ Uric acid Urea-N : 
Time (mgrm/dl) | (mgrm/dl) Remarks 
1 1.35 8.4 
120 1.37 8.4 
1*1 Subcutaneous injection of 0.5 c.c. 
1% adrenaline. 
200 0.85 5.6 
2% 1.25 7.0 
400 2.26 7.0 
§00 2.58 8.4 
Exp. XXIV. May 4, 1925. Goose 6. Body weight 3.0 kilos. 
: Uric acid Urea-N 
Time (mgrm/dl) (mgrm/d]) Remarks 
920 Tied up, operated asin Exp. XXII. 
1210 Operation finished, released. 
310 4.10 11.2 
gu Subcutaneous injection of 0.2 c.c. 
1%, adrenaline. 
330 3.90 6.8 
410 4.42 6.6 
§10 4.86 8.2 
Exp. XXV. May 6, 1925. Goose 2. Body weight 2.8 kilos. 
: Uric acid Urea-N 
Time (mgrm/dl) (mgrm/dl) Remarks 
9# Tied up, operated asin Exp. XXII. 
10% Operation finished, released. 
12%0 4.13 6.3 
1281 Subcutaneous injection of 0.05 c.c. 
1%, adrenaline. 
12% 4.18 7.0 
10 4.21 6.0 
930 4.08 6.8 





Body weight 3.8 kilos. 





























: Uric acid Urea-N 
Time (mgrm/dl) (mgrm/dl) Remarks 
§80 Tied up, operated as before. 
9% Operation finished, released. 
11% 2.55 6.6 
1130 2.58 8.4 
11% Subcutaneous injection of 1 cc. 
1% adrenaline. 
120 1.61 5.1 
12% 2.10 4.2 
200 2.65 8.4 
320 8.4 
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Exp. XXVII. June 21, 1924. Goose 6. Body weight 4.3 kilos. 











: Uric acid Urea-N b 
Time (mgrm/d]) (mgrm/dl) Remarks 
900 Tied up, operated as before. 
920 Operation finished, released. 
10* 3.04 12.6 
1}0 3.07 12.6 
112 Subcutaneous injection of 1.5 c.c. 
1%, adrenaline. 
116 2.29 12.6 
12 2.30 5.6 
16 2.43 7.0 
315 2.38 11.2 








Seen from the results of these experiments, adrenaline brings about a 
significant decrease immediately after its administration, and the duration 
of the decrease is shortened or prolonged in proportion to the dose of the 
drug given. In Exp. XXIV, in which 0.2 c.c. of 1% adrenaline chloride 
was given, the uric acid content was very slighty decreased 20 minutes after 
the administration, but an hour after it exceeded its original value. In 
Exp. XXIIT 0.5 c.c. of adrenaline was given, resulting in a remarkable 
decrease after 30 minutes, not recovering its original value far an hour, 
while in 2} hours it markedly exceeded the latter. Exp. X XVI indicated 
that 1.0 c.c. of adrenaline lowered it to a great extent after an hour and 
barely passed over its original value 2} hours later. Exp. X XVII, with 
1.5 c.c. adrenaline given, showed a remarkably low value even after four 
hours. After passing over the decreasing period, the uric acid value usually 
made a gradual increase ; in Exp. X XIII it doubled the original value in 
4} hours, also in Exp. X XTV a significant increase was observed from one 
to two hours after the injection. 

It has already been stated that Shar pe noted the increase of the uric 
acid elimination, together with an augmented flow of urine in a fowl by 
adrenaline and Krauss and Osterreicher™ the increase of the uric acid 
content of the blood hand in hand with raised blood pressure in a man by 
the same drug. Poh!" asserted that the uric acid elimination increases 
only when a large dose of adrenaline is given, while Fleischmann and 
Salecker™ stated that allantoine elimination is increased by a small a- 
mount of the drug injected. Such divergence of opinions, if judged from the 
results of my experiments, is accounted for by the different periods of time 
at which the observations were made after the adrenaline injection. If a 





30) Fleischmannand Salecker, Zeitschr. f. klin. Med., 1914, 80, 456. 
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small quantity of adrenaline is used, the period in which the blood uric acid 
value increases, comes comparatively early, while in case a large dose is used 
it might remaine constant without showing a period of decrease. Whether 
the dosage of adrenaline is large or small, the excretion of the uric acid will 
presumably be increased at all, since the blood uric acid is considerably 
augmented after passing over the period of decrease. 

The rise of the blood pressure due to adrenaline is considered as caused 
by the vaso-constriction especially in the splanchnic area. When we think 
of the fact that the blood uric acid content is decreased immediately after the 
injection of the drug, when the blood pressure is supposed to be highest or 
the vaso-constriction greatest, A bl’s™ argument seems plausible, that lessen- 
ing of the blood supply of the abdominal organs, especially of the liver, 
which plays an important rélein the uric acid synthesis, leads to reduced elimi- 
nation of the uric acid and vice versa. But in cases of such parasympathetic 
stimulants as pilocarpine and choline, which form the important basis of 
Abl’s argument, the blood uric acid rather shows a tendency to decrease, 
so that it does not appear to be a phenomenon that can be explained by the 
blood supply alone. 

From my own experiences that the uric acid content in the blood de- 
creases by pilocarpine, choline or by direct stimulation of the vagus, and in- 
creases by atropine, especially markedly by caffeine, I proceeded with this 
experiment with the presumption that the uric acid value would surely in- 
crease by adrenaline injection. Judging from the changes due to these 
drugs, if there were no obstacles such as vaso-constriction in the liver and 
others, in case of adrenaline used, it may be supposed that a significant in- 
crease, just as observed in the later period of the experiment, would result 
also in the early stage of it. If this view be adopted, the evidence that as 
in Exp. XX, the uric acid content of the blood is significantly increased by 
caffeine even in the time when the urea-nitrogen content is greatly decreased, 
can be readily undetstood. 

Changes in the blood urea-nitrogen content caused by the administra- 
tion of pilocarpine, choline, atropine and adrenaline in a goose, agree with 
those observed by myself in a rabbit. When a large quantity of caffeine is 
injected into a rabbit, the blood urea-nitrogen content is observed to be re- 
markably decreased in direct opposition to when a small quantity is given. 
I have considered this fact as occurring when the irritation of the sympathe- 
tic centre prevails against that of the parasympathetic centre. Exp. XX 
may be said to correspond to an experiment on a rabbit into which a large 
dose of caffeine had been injected. The fact that even in such a case the 
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uric acid content in the blood was apparently increased, makes my presump- 
tion doubly reasonable, that the synthesis of the uric acid is accelerated in 
the irritated state of the sympathetics. 


VI. THe EFFect oF GUANIDINE UPON THE Uric AcIpD 
CONCENTRATION OF THE Boop. 


It has been already described that on injecting hydrochloric guanidine 
into a rabbit, if the drug is of small quantity, such as from 30 to 50 mgrms. 
per kilo body weight, the blood urea- and non-protein nitrogen contents 
manifest a marked decrease, but if a large quantity of, say, about 150 
mgrms. per kilo body weight is injected, these contents, on the contrary, in- 
crease gradually and considerably. The following experiments illustrate 
the effect of guanidine upon the uric acid and the urea-nitrogen contents of 


the blood in the goose. 


Exp. XXVIII. August 25, 1924. Goose 6. Body weight 3.0 kilos. 











‘ Uric acid Urea-N . ” 
Time (mgrm/dl) (mgrm/dl) Remarks 

9% . Tied up, operated as before. 
10° Operation finished, released. 
11% 6.12 8.4 
110 6.08 8.4 
1155 Subcutaneous injection of 120 

mgrms. guanidine chloride. 

1215 9.18 6.4 
1255 10.10 6.2 

25 8.66 8.4 

355 5.82 9.0 








Exp. XXIX. September 1, 1924. Goose 9. Body weight 3.5 kilos. 








. Uric acid Urea-N 4 

Time | (mgrm/dl) | (wenn | Remarks 
| 

8° | Tied up, operated as before. 

915 Operation finished, released. 
1025 4.09 | 5.6 
1055 4.11 5.6 
11 Subcutaneous injection of 180 

| mgrms. guanidine chloride. 

11°0 5.33 2.8 
120 6.00 0.8 

130 5.80 4.2 

300 4.69 5.4 
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Exp. XXX. August 29, 1924. Goose 3. Body weight 3.1 kilos. 








‘ Uric acid . 
Time (mgrm/dl) Remarks 
870 Tied up, operated as before. 
855 Operation finished, released. 
10” 4.22 
10% 4.20 
11 Subcutaneous injection of 210 mgrms. guanidine 
chloride. 
115 4.95 
12 5.00 
1% 5.43 
30 4.23 








Exp. XXXI. September 5, 1924. Goose 9. Body weight 3.0 kilos. 








. Uric acid Urea-N 
Time | (mgrm/dl) (mgrm/dl) | Remarks 
§%5 Tied up, operated as before. 
855 Operation finished, released. 
10 3.66 7.0 
10% 3.63 7.0 
10° Subcutaneous injection of 210 
mgrms. guanidine chloride. 
11” 3.66 4.2 
11” 3.87 f 3.6 
10 3.85 48 
2 3.69 5.6 











Exp. XXXII. September 17, 1924. Goose 6. Body weight 3.1 kilos. 








Urie acid Urea-N Ba 
Time (mgrm/dl) | (mgrm/dl) Remarks 
8% Tied up, operated as before. 
87 Operation finished, released. 
10 5.74 5.6 
1020 5.88 5.6 
10°5 Subcutaneous injection of 450 
‘ mgrms. guanidine chloride. 
115 5.88 7.0 
15 11.39 8.9 
§5 11.85 12.6 











In Exp. XXVIII, in which 30 mgrms. of guanidine chloride per kilo 
body weight was injected into a goose, the blood uric acid content showed a 
significant increase after 30 minutes, which grew still more after an hour 
and returned to its original value in 4 hours, while the urea-nitrogen 
content decreased remarkably, as in the case of a rabbit. In Exps. XX TX- 
XXXII, in which 50 to 70 mgrms. per kilo body weight were given, the 
same changes were observed. In Exp. XXXII a large quantity, about 
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150 mgrms. per kilo body weight, of guanidine chloride was given, causing 
a tremor in the head and neck, increased flow of saliva and frequent 
diarrhoea, symptoms not occurring in Exps. XX VIII-XXXI. There was 
no change in the uric acid content of the blood in Exp. XX XII an hour after 
the injection of guanidine, but it doubled its original value in 3-7 hours 
later, showing still a tendency to increase, while the increase in the urea- 
nitrogen content was rather gradual. Thus the blood uric acid content was al- 
ways increased by guanidine without any regard toitsdosage. As tothe change 
in the blood urea-nitrogen content it was almost the same as that in rabbits. 

As fully described in my previous report,” the reason how and why 
the urea- and the residual nitrogen contents of the blood undergo such 
changes by guanidine is not yet clear. The same is true with regard to the 
changes of the uric acid content. Our knowledge of the actions of guanidine 
upon the between-brain or the liver does not serve as a sufficient explanation 
of these phenomena. It is also uncertain, when observed from the stand- 
point of view of the guanidine action upon the vegetative nervous system. 
There is no reliable data on the effect of thyreoidea and parathyreoidea, 
which is believed to possess an antagonistic function against guanidine, upon 
the uric acid metabolism. According to Fleischmann and Salecker’s” 
experiment, the allantoine elimination was seen decreased in a thyreoprive 
dog as well as in a jodthyrin-fed dog. If it is supposed that the ammonia 
elimination is increased in a guanidine-given rabbit, as Watanabe’? has 
proved, so long as it is not certain whether this phenomenon is due to the 
accelerated desamination or to the inhibited urea synthesis, we believe it is 
too early to attribute the augmented synthesis of the uric acid to this in- 
crease of ammonia formation. 

In short, it goes no further than to assume guanidine as a poison that 
gives impetus to the uric acid synthesis. This is different from what we 
see in the case of urea. The blood urea-nitrogen content decreases by the 
injection of a small quantity of guanidine, but progressively increases by a 
large quantity. The uric acid content increases regardless of the guanidine 


dosage, whether large or small. 
VII. Tue Errect or INSULINE UPON THE Uric Acip 
CONCENTRATION OF THE BLoop. 


In rabbits insuline causes a marked decrease of the blood urea- and the 
non-protein nitrogen contents." Now we experimented as to whether 





31) Watanabe, Journ. Biol. Chem., 1918, 34, 51. 
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similar changes are brought about upon the uric acid content of the blood 
Besides the uric acid and the urea-nitrogen, I examined the 


by insuline. 


blood sugar, haemoglobin and serum protein. 
sugar was carried out with Bang’s method, that of haemoglobin with 
F leisch]-Miescher’s method on the supernatant fluid which was obtained 
after depositing the concretion in the diluted blood in the haemometer 
pipette. The serum protein was estimated by means of Pulfrich’s dipping 


refractometer. 


Exp. XXXIII. October 


29.1 


aay 


924. Goose 2. 


The estimation of the blood 


Body weight 3.1 kilos. 





Uric acid 


Urea-N 


Blood sugar 











Time | (mgrm/dl) | (mgrm/dl) | (mgrm 2%) Remarks 
g10 | Tied up, operated as before. 
80 | Operation finished, released. 
101 3.54 4.2 151 
10% | 6 units insuline subcutaneously 
injected. 
1145 3.43 2.2 96 
1% | 2.93 2.8 59 
415 3.41 3.4 71 


Exp. XXXIV. September 19, 1924. Goose °. 





Body weight 3.4 kilos. 





Uric acid 


Urea-N 


Blood sugar 





Time (mgrm/dl) | (mgrm/dl) | (mgrm 2%) Remarks 
840 Tied up, operated as before. 
9” Operation finished, released. 
1}10 3.38 5.6 113 
1148 6 units insuline subcutaneously 
injected. 
1210 3.34 2.2 54 
210 2.74 2.8 30 
410 2.73 2.8 60 


Exp. XXXV. September 15, 1924. Goose 9. 














Body weight 2.7 kilos. 








. Uric acid Urea-N Blood sugar 
Time (mgrm/dl) | (mgrm/dl) | (mgrm 2) Remarks 
8% Tied up, operated as before. 
850 Operation finished, released. 
10% 6.17 4,2 136 
10° 10 units insuline subcutaneously 
injected. 
11 5.31 3.4 73 
1% 5.38 2.8 68 
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Exp. XXXVI. November 23, 1925. Goose 4. Body weight 4.5 kilos. 

















Time Uric acid | Urea-N Blood sugar Serum pro- ait a 
(mgrm/dl) | (mgrm/dl) (mgrm %)| tein (%) (grm/dl) 
10° | Tied up, operat- 
| _ ed as before. 
111 Operation finish- 
| ed, released. 
1150 4.00 7.8 134 5.95 15.36 | 
1155 | 6 units insuline 
subcutaneously 
injected. , 
10 3.55 5.0 96 5.44 —- 
255 2.52 5.0 108 4.90 15.08 | 
55 4.28 7.8 136 4.86 14.52 | 

















Exp. XXXVII. March 2, 1925. Goose 2. Body weight 4.8 kilos. 








Time | Uticacid | Urea-N |Blood sugar Serum pro-| peg | ee oe 
(mgrm/d)) | (mgrm/dl) | (mgrm 2) tein (2%) | (grm/dl) 
930 Tied up, operat- 
ed as before. 
955 Operation finish- 
ed, released. 
11% 2.78 7.8 160 7.22 14.8 
111° 10 units insuline 
subcutaneously 
injected. 
12 2.25 2.8 98 7.18 14.52 
6° 2.77 5.6 137 6.49 14.52 




















Exp. XXXVIII. March 18, 1925. Goose 2. Body weight 4.5 kilos. 








Ti Uric acid | Urea-N |Bloodsugar|Serum pro- — Remarks 
me | (mgrm/dl) | (mgrm/dl) | (mgrm 2) | tein (2) P : 
grm/dl) 
930 Tied up, operat- 
ed as before. 
950 Operation finish- 
ed, released 
10°8 3.13 —- 164 6.60 14.52 
11% 10 units insuline 
subcutaneously 
injected. 
200 2.09 _- 87 6.25 14.24 
630 2.91 —_ 150 5.90 14.24 




















None of these experiments were accompanied by convulsion. Birds 
seem to be but slightly sensitive to insuline (Sordelli, Houssay and 
Massocco™). With the decrease of the blood sugar, the uric acid and the 
urea-nitrogen contents of the blood made a very distinct decrease, but the 





32) Sordelli, Houssay and Massocco, Cpt. rend. d. soc. biol., 1923, 89, 744. 
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rate as well as the time of the decreases in these three were not consistent 
in either case. The decrease in the uric acid and the urea-nitrogen contents 
is not necessarily great when that of the blood sugar is great, and this rela- 
tion is also observed between the uric acid and the urea-nitrogen concen- 
trations. When the blood sugar content has reached its minimum value, 
that of the uric acid and the urea-nitrogen contents may have already passed 
it, or may be yet this side of it, or may go side by side along with it. 

The blood concentration observed through haemoglobin and serum 
protein sometimes shows a tendency of decrease even after the sugar, urea 
nitrogen and uric acid contents of the blood have already recovered their 
original values. The decrease of haemoglobin and serum protein in this 
experiment can not be believed necessarily to have been caused by insuline 
alone, for in these estimations such large quantities of blood as at least 6 to 7 
c.c, are required each time. But it would not be possible to explain the de- 
crease of the uric acid, the urea nitrogen etc. by the dilution of the blood alone. 

There are no settled experiments yet reported on the effect of insuline 
upon the vegetative nervous system, which can account for the changes 
brought about in the uric acid and the urea-nitrogen contents of the blood 
by insuline. The inhibiting influence of insuline upon the secretion of the 
digestive juice and upon the activity of the digestive ferments may have some 
causative significance for the decrease of the uric acid content. If insuline has 
the action of specially contracting the liver vessels, as F reund™ announced, 
it would serve to simplify the explanation of the fact that the metabolic 
functions of the sugar, the uric acid, the urea-nitrogen and others, which 
are formed or synthetized first of all in the liver, are inhibitingly regulated 
by it. In fact, when we actually see the inhibitory effect of insuline upon 
the metabolism of the several nutritive substances such as carbohydrate, 
nitrogenous substance, fat, sometimes also mineral stuff and water, it would 
be impossible to explain these changes brought about by insuline, unless we 
are persuaded to recognize some process arresting the total functions, such 
as constriction of the blood vessels in the organ like the liver, which are be- 
lieved to form or store up these substances. 


SuMMARY. 


In looking over the results of these experiments we find that the uric 
acid and the urea-nitrogen concentrations of the blood seem to undergo 





33) Freund, Wien. klin. Wochenschr., 1923, 528, 
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separate and independent changes by the actions of these drugs and to have 
no connection with each other whatever. By pilocarpine the urea-nitrogen 
content is distinctly increased, and the uric acid slightly decreased, while 
by atropine the results are entirely opposite. By adrenaline first the urea- 
nitrogen content decreases hand in hand with the uric acid value, but when 
later the latter increases gradually the former can not be called always in- 
creasing. By caffeine they both increase, the uric acid, always showing a 
significant increase even in an instance, in which the urea-nitrogen content 
has decreased. By guanidine the uric acid greatly increases in spite of the 
decrease of the urea-nitrogen content, while by insuline they both decrease. 
The increase of the urea-nitrogen content due to pilocarpine is necessarily 
followed by the increase of the uric acid. 

Minkowski” has reported that in a goose the injection of ammonia 
or urea augments the uric acid elimination and the removal of the liver is 
followed by a reduced output of uric acid and urea and by an increased 
elimination of ammonia. If a large amount of amino-acid is injected into 
a liver-less goose, the ammonia excretion only is found increased, while the 
urea, Which has been injected, is eliminated unchanged. According to the 
experiments of Scaffidi® and Avellone™ when the liver is extirpated 
from a goose or a duck, the uric acid elimination is only temporarily 
decreased, and after two or three days it comes to excrete a normal amount 
of uric acid. A-vellone, on injecting urea into a normal duck, observed 
the outputs of urea, uric acid and ammonia all increased. He found also 
that when urea Was injected into a duck with its liver vessels tied, after the 
restoration of the uric acid excretion to its normal value, the uric acid elimi- 
nation was seen increased. From these facts Minkowski’s” assertion, that 
the liver is the only organ for the uric acid synthesis, must Be“denied, but 
it can never lose its supreme position as an organ, in the goose, of synthe* 
tizing the uric acid. It is at the same time a very important organ perhaps 
for urea synthesis. Seen from the experiments above mentioned, the changes 
of the urea-synthetizing function of a goose by such drugs as pilocarpine, 
atropine, adrenaline, caffeine, guanidine and insuline, may be said to be 
nearly in accord with those in a rabbit. The uric acid synthetic functions 
probably undergo changes contrary to those of the urea-nitrogen due to 
pilocarpine, atropine and guanidine and soqetimes adrenaline and caffeine. 
Thus, it is ascertained that the uric acid and the urea-nitrogen contents of 
the blood are influenced independent of each other. In view of this fact, 





34) Scaffidi, cited in Ber. iib. d. ges. Physiol., 1923, 16, 235. 
35) Avellone, cited in Ber. iib. d. ges. Physiol., 1924, 22, 239. 
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the assertion that uric acid is directly formed out of the urea in the liver 
of bird seems to be most doubtful. 

When we analyse pharmacologically the nervous regulation in the pro- 
cess of the uric acid synthesis, the evidence that the blood uric acid content 
is slightly decreased by a parasympathetic stimulant such as pilocarpine, 
and slightly increased by atropine, suggests that the stimulation of the 
parasympathetic nervous system inhibitingly regulates the uric acid syn- 
thesis. The facts that it is markedly increased by adrenaline after a lapse 
of a certain time and that it is considerably augmented by caffeine, even 
when the urea-nitrogen content shows a manifest decrease, point out that 
there is an accelerating action of sympathetic excitations upon the uric acid 
synthesis. That it is significantly increased by guanidine and decreased 
by insuline can not be explained from the side of the vegetative nervous 
system. The effect of these drugs upon the urea-nitrogen content of a goose 
is similar to that of a rabbit. 


CONCLUSIONS. 


1. The blood uric acid content of a goose is gradually increased by 
the fastening of the fowl. 

2. When pilocarpine is injected into a goose the blood uric acid content 
is slightly decreased. No significant change is noticed by choline ; some- 
times it is decreased very slightly. By atropine it is slightly increased. 

3. Adrenaline first causes a decrease, but afterwards a significant in- 
crease. The duration of its decrease is prolonged as the dosis of adrenaline 
is increased. 

4. Caffeine gives rise to an increase of the blood uric acid. 

5. Guanidine increases the blood uric acid whether the dosis is large 
or small. 

6. The blood uric acid is markedly reduced by insuline. 

7. Changes in the blood urea-nitrogen content in a goose caused by 
pilocarpine, choline, atropine, adrenaline, caffeine, guanidine and insuline 
agree with the results in a rabbit. 
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My recent observation” has put forward the evidence that in rabbits 
the blood urea-nitrogen concentration, which increases when the peripheral 
end of the severed vagus is stimulated, is on the contrary decreased when 
its central stump is stimulated. ‘This decrease is remarkably inhibited 
when the animal is deeply anaesthetized, sometimes even turning to an 
increase. Similar paradoxical phenomena are sometimes observed on the 
blood sugar, glycosuria, adrenaline secretion, blood pressure, heart beat, 
gastric movement ete. and have been brought about not only with regard 
to the vagus but also to the sensory nerves. 

Bernard,” Starkenstein” and others have demonstrated glycosuria 
by the stimulation of the central stump of the vagus. This phenomenon 
is also manifested in an animal with its adrenal bodies extirpated. It has 
already been pointed out by Kiilz® and Griffith” that glycosuria and 
hyperglycaemia are brought about when the central stump of the vagus 
or the sensory nerves are stimulated. 

According to Kodama” and Houssay and Molinelli” the same 
manipulation gives rise to an augmented adrenaline secretion. 





1) Tashiro, Tohoku Journ. Exp. Med., 1926, 7, 221. 

2) Bernard, Legons sur la physiologie et la pathologie du system nerveux IT, Paris 
1858, 435. 

3) Starkenstein, Zeitschr. f. exp. Pathol. und Therap., 1912, 10, 78. 

4) Kiilz, cited by Greving in Miiller’s “Die Lebensnerven,” Berlin 1924, 280. 

5) Griffith, Americ. Journ. Physiol., 1923, 66, 18. 

6) Kodama, Tohoku Journ. Exp. Med., 1923-24, 4, 166 & 465; Sugawara etc., 
Tbid., 1926, 7, 1. 

7) Houssay and Mollinelli, Cpt. rend. Soc. d. Biol., 1924, 91, 1056. 
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There are many experiments already made public, investigating the 
change brought upon the organs of the circulatory system by the cen- 
tripetal stimulation of the vagus and the sensory nerves. Bayliss,” Mar- 
tin and Mendenhal!” saw the fall of the blood pressure when the cent- 
ral ending of the vagus was stimulated, while Sollmann and Pil- 
cher™ maintained that the stimulation of the central stump of the vagus 
or the sciatic nerve leads to a rise of blood pressure accompanied by a con- 
striction of the peripheral vessels (reduced volume of limb). But the blood 
pressure appears to rise, as a rule, when the central endings of the vagus 
or the sensory nerves are stimulated. Its fall, if it occurs, depends on 
various conditions as mentioned below: deep anaesthesia or prolonged 
operation (Sollmann and Pilcher), brain anaemia due to a large 
haemorrhage (Porter and Marks),™ stimulation with a weak electric 
current or diminished conductibility of the nerve stem caused by cold 
(Hunt), severing of the splanchnics (Stewart),” ete. 

In spinal animals, Mellé and Shipley™ observed a rise of the pres- 
sure by stimulating the central endings of the splanchnics and Sherring- 
ton” demonstrated the same result also by a stimulation of the digital nerve. 

With regard to the heart, Hoocker™ observed in stimulating the 
central ending of the vagus and the sensory nerves of vagotomized dogs or 
rabbits that the rate of the heart beat increases, while Bainbridge” 
noticed that when the central ending of the vagus is stimulated, the heart 
beat shows a retardation, which fails to occur when the vagus of the other 
side is severed. According to H. E. Hering’s” experiment, if the unsever- 
ed cervical vagus is tetanized with a comparatively weak current, the heart 
beat increases, while it decreases with a strong current. 

As to the breathing, Rosenthal,” Meltzer™ and Hering™ de- 
monstrated a standstill of the respiration by stimulation of the central 


8) Bayliss, Joyrn. Physiol., 1908, 37, 264. 
9) Martin and Mendenhall, Americ. Journ. Physiol., 1915, 38, 98. 

10) Sollmann and Pilcher, Americ. Journ. Physiol, 1912, 29, 303. 

11) Porter and Marks, Americ. Journ. Physiol., 1908, 21, 460. 

12) Hunt, Journ. Physiol., 1895, 18, 381. 

13) Stewart, cited in his “ Manual of Physiology,” London 1918, 188. 

14) Mellé and Shipley, cited in Bayliss’ ““Vasomotor System,” London 1923, 57. 
15) Sherrington, Ibid., 58. 

16) Hoocker, Americ. Journ. Physiol., 1907, 19, 417, 

17) Bainbridge, Journ. Physiol., 1914, 48, 332. 

18) Hering, Pfliiger’s Arch., 1924, 203, 100. 

19) Rosenthal, Arch. f. Anat. und Physiol., 1881, 48, 39. 

Meltzer, Arch. f, Anat. und Physiol., 1892, 59, 341. 
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ending of the vagus, which, according to Rosenthal and Hering, is an 
inspiratory standstill, while Meltzer thinks it an expiratory one. Gru- 
ber” infers that the stimulation of various sensory nerves leads some- 
times to the inspiratory standstill, sometimes to the expiratory one. Wal- 
ler observed that when the vagus in the neck are severed on both sides 
and the central stump on one side is stimulated, the count of breathing is 
quickened. 

Mangold™ has observed in the muscle-stomach of the fowl that 
when the unimpaired vagus is stimulated, its movement is inhibited and 
its tonicity relaxes, and that, if the nerves are severed and its central 
ending stimulated, the result will also be the same. Kato” demonstrated 
also a slight inhibition of the intragastric pressure of hens’ muscle-stomachs 
by the stimulation of the peripheral stump of the vagus. Iwai and Take- 
da™® found in dogs and rabbits that when the central stump of the vagus 
was stimulated, the tonicity of the stomach was relaxed while it was aug- 
mented by the stimulation of its peripheral stump. No such result was 
evident by the sensory nerve stimulation. 

Thus we see that when the central stump of the vagus is stimulated 
an opposite effect is sometimes brought upon the blood sugar, adrenaline 
secretion, blood pressure, respiration, movement of the stomach, etc. from 
that of the peripheral stimulation of the nerve. Such effects often resemble 
those which are experienced during the sensory stimulation, but sometimes 
not, thus leading to a divergence of opinions among the investigators. I 
therefore attempted by routine experiments to examine, what effect is 
brought upon the blood pressure, heart beat, breathing and movement of 
the stomach and intestines when the central stump of the vagus is stimulated, 
and by comparing the results with those of the sensory stimulation, to as- 
certain the nature of those paradoxical phenomena. 


MerHop OF EXPERIMENT. 


In all experiments rabbits were chiefly used. ‘They were bound in a 
holder equipped with an electric warmer. The vagus in the neck was 





21) Gruber, Americ. Journ. Physiol., 1917, 42, 450. 

22) Waller, cited in Flack and Hill's “Textbook of Physiology,” London 1919, 
266. 

23) Mangold, Pfliiger’s Arch., 1906, III, 163. 

24) Kato (T.), Pfliiger’s Arch., 1914, 159, 6. 

25) Iwaiand Takeda, Chosen-Igakkwai-Zasshi, 1923, 45, 338 (Jap.). 
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severed and a sling was fastened to its central stump. Of the sensory 
nerves the crural or sciatic nerve was used. The exposed part of the nerve 
was covered with cotton saturated with body-warm Ringer’s solution. 
The blood pressure was registered from the carotid and the count of heart 
beats was conducted partly by ausculating through the stethoskope and 
partly by counting them on the kymograph. The breathing was registered 
on the kymograph by inserting a glass tube closely into the nostil and 
connecting it with a tambour. 

Tn order to observe the movements of the stomach, the abdominal wall 
was cut open and a small rubb water-bag, with a glass tube attached to 
its one end, was inserted from the duodenum into the stomach through the 
pyloric portion, while the other end of the glass tube was connected by a 
rubber tube to the piston-recorder, thus making it to register on the kymo- 
graph. The intestinal movements were observed by ligating both ends of 
an intestinal loop of 5-8 cms. length, taking care not to disturb its blood 
supply and inserting the wider end of a funnel-shaped glass tube into an 
opening scissored in the wall near the anal end of the loop. The funnel 
tube was tied up tightly round the intestinal wall and filled, together with the 
intestinal canal, with luke-warm Ringer’s solution and a piston-recorder 
connected with it enabled it to register the change of the intestinal pres- 
sure on the kymograph. 

In experiments not specially mentioned no anaesthetics were used. 
The stimulation was made with an induction coil connected with a 2-volts 


accumulator, using platin electrode. 


THE EFFECT ON THE BLOOD PRESSURE. 


Stimulation of the central vagus stump with a strong tetanizing cur- 
rent by means of a du Bois Rey mond’s induction coil at the coil distance 
of 30-0 cms. gives rise in non-anaesthetized animals to convulsion-like 
movements and agitation in the majority of cases accompanied by a rise 
of the blood pressure. There are various ways of showing the rise, the 
most common manner being that it falls temporarily soon after the stimula- 
tion and then shows a sudden rise, recovering the height previous to the 
stimulation, in a gradual way. Sometimes it rises suddenly without any 
preliminary fall ; sometimes it falls for a time after the stimulation is in- 
terrupted, but is raised gradually again, and remains elevated for some 
time. Occasionally it is observed that a slight fall is kept up during the 
stimulation, but.it turns suddenly to a marked rise when the stimulation 
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is stopped. Even under such strong stimulations, the blood pressure is some- 
times reduced, but in such cases it usually rises if the coil distance is 
shortened. ' 

If the coil distance is extended to 50-100 cms. the blood pressure falls 
slightly or remains unchanged. Even when the central stump of the vagus 
is stimulated by a weak current, a fall is observed, as was noted by Hunt™ 
in the stimulation of the sensory nerves. 

The rise of the blood pressure, due to the centripetal stimulation of 
the vagus is by no means affected by atropine administration, after which 
the stimulation of the peripheral vagus stump is non-effective. In an 
animal anaesthetized by an A.C.E. mixture or by paraldehyde, if the 
anaesthesia is relatively weak, the blood pressure makes a fall on being 
stimulated strong enough to cause its rise before the anaesthesia. In such 
cases, if the stimulation is strengthened, the blood pressure sometimes rises. 
If the anaesthesia is deepened, as the corneal reflex disappears or nearly 
so, the effect is, as a rule, a marked fall even with such a strong stimula- 
tion as the coil distance is nearly naught. The blood pressure curve under 
these conditions very much resembles the depressor fall (Fig. 1. A). This 
has been observed by Bayliss,” Sollmann and Pilcher™ and others, 
and Bayliss” called it “depressor reflex.” 

A similar phenomenon was observed by Hunt™ during the stimula- 
tion of the sensory nerve. .I obtained the same result in an animal with 
its vagus together with the sensory, especially the crural nerve, stimulated. 
In an animal anaesthetized with A.C.E. mixture or paraldehyde, if the 
anaesthetic effect is not sufficient, the stimulation of the crural nerve with 
a.coil distance of 30-10 cms. brings about a marked rise of the blood pres- 
sure, but with the advance of the anaesthesia, the blood pressure is lower- 
ed, showing a curve resembling the depressor curve. 

Depression of the blood pressure in a deeply anaesthetic condition due 
to the stimulation of the central vagus stump or of the sensory nerve was 
clearly demonstrated even after the severing of the cervical vagi on both 
sides (Fig. 1. B). 

The rise of the blood pressure by the sensory and afferent vagus 
stimulations is believed due to the contraction of the peripheral vessel 
(Sollmann and Pilcher)™ or vessels in the splanchnic region (Ste- 
wart). I have observed, upon the stimulation of the central vagus stump 
of a rabbit with both its splanchnics severed, a marked fall of the blood 
pressure. The same result was also obtained in an animal with all its 
abdominal visceras, save the stomach, liver, adrenals, kidneys and urinary 
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organs, removed. In such cases the 
manner in which the blood pressure 
falls resembles the depressor fall. 
All these suggest that, in this rise 
of blood pressure, the excitement of 
the splanchnics may play an impor- 
tant role. 

Next I examined the effect of 
the stimulation of the central vagus 
stump in an animal whose central 
nervous system had been cut at vari- 
ous sections, after it had been ascer- 
tained that the rise of the blood pres- 
sure, due to the stimulation of the 
central vagus stump, was not affect- 
ed by opening its cranial cavity. 

After setting a transversal sec- 
tion in the brain through the optic 
chisams, the afferent stimulation of 





the vagus is still followed by a mark- 

Upper tracing, carotid pressure under ed rise of blood pressure. Lower 

deep anaesthesia (corneal reflex being sections, through the pituitary body, 

abolished); upper line, zero-line and . : 

stimulus indicator ; lower line, time in 6 

seconds. margin of the bulb, after which the 

A. Effect of stimulation of central 
vagus stump. 

B. Effect of the same after division breathing stopped, so that it requir- 

of both vagi. 


the pons Varolii or the proximal 
corneal reflex disappeared and the 


ed artificial respiration, showed no 
change in the stimulation effect of the central vagus stump, there being 
always a rise of the blood pressure. In such cases also the stimulation of 
the crural nerve raised the blood pressure. Thus, when the central end 
of the vagus is stimulated, though the large brain is removed, the blood 
pressure may be raised as long as the medulla oblongata remains intact. 


THE EFFECT ON THE HEART BEAT. 


On stimulating the central vagus stump the rate of the heart beat is, 
in most cases, reduced, although sometimes an increase is noticed. Either 
increase or decrease seems to be dependent upon the strength of the 
stimulation. And whether it is stimulated in the neck or in the abdo- 
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Table 


I. 














Pulse rate Blood pressure 

(in 6 seconds) (mm Hg) 
30 a Stimulation of central 
rt 134 vagus stump, coil 
2 4 136 distance 40 cms. 
2 116 
28 116 
2 118 
2 118 
27 120 . . 
23 130 |] Stimulation of central 
9. 136 vagus stump, coil 
2 132 | distance 20 cms. 
25 134 
31 130 
28 
2! 118 
2 108 
28 
2 
27 Stimulation of crural 
2 106 nerve, coil distance 
28 40 cms. 
28 
27 
27 116 
32 
28 
28 114 
29 110 
naa 146 Stimulation of crural 
ea 124 nerve, coil distance 
cok 20 cms. 
ae 150 
26 126 
29 115 
28 








in the case of the vagus stimulation. 

The change in the heart beat does not necessarily go hand in hand 
with that in the blood pressure (Table I). 

The fact that the rate of the heart beat decreases in most cases on the 
afferent stimulation of the vagus is probably due to the same kind of pro- 
cess as the reduction or the standstill of the heart beat in psychic emotion 
(Wagner) or at Goltz’s abdominal-tap test. 
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men, no special dif- 
ference in the effect 
on the heart beat is 
noticeable (Table I). 
Again, when the 
sensory nerve is sti- 
mulated, the rate of 
the heart beat shows 
a general tendency 
to decrease, showing 
sometimes, however, 
an increase. 
Bainbridge’s” 
announcement that 
when the central 
stump of the vagus 
is stimulated the rate 
of the heart beat is 
retarded, while on 
the sensory stimula- 
tion it is accelerated, 
is not in accordance 
with the result of the 
majority of my ex- 
periments, in which 
the sensory stimula- 
tion has shown a ten- 


dency to decrease as 


26) Wagner, cited in Zuntz und Loewy’s “Lehrbuch der Physiologie des 
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THE EFFECT ON THE BREATHING. 


The most frequent change affected, when the central end of the vagus 
is stimulated at 50-10 ems. of coil distance, is that the breathing comes to 
a standstill either at the expiratory or inspiratory period, but that it is 
only of short duration, followed soon after by a shallow, frequent breath- 
ing, and then by a deep, frequent breathing. The deep and quick breath- 
ing sometimes occurs during the stimulation, but more often after the 
stimulation is suspended. It seldom happens that deep, full and slow 
breathing is observed during the stimulation, but this gradually changes 
either into quick, deep breathing or is only reduced in depth. 

The sensory stimulation gives rise often to deep and quick breathing, 
which is sometimes preceded, especially when the stimulation is strong, for 
a while by apnoea. Or it often happens that slow, deep breathing con- 
tinues during the stimulation, afterwards being markedly accelerated. At 
a weak stimulation in many cases it only increases its frequency to a slight 
extent. 

These changes in respiration seem to agree with those observed by 
Rosenthal,” Meltzer,” Hering™ and Gruber,” the stimulation of 
the central stump of the vagus bringing about effect similar to those of the 
sensory stimulation. 


THE EFFECT ON THE MOVEMENT OF THE STOMACH 
AND OF THE INTESTINES. 


According to A uer’s*? experiment the movement of the stomach of 
a rabbit is temporarily depressed when the animal is fastened, commences 
to inhale ether and the abdominal wall is incised. It also seems slower at 
the time of hunger than when it is well-fed. I tried also to perform an 
experiment on a hungry rabbit and found the movement of the stomach 
so slow and weak that I could not carry out my project. With the stomach 
full the movement commenced a short time after a rubber ball was in- 
serted into it. So before the experiments I fed all the animals to their 
hearts’ content. 

If one side of the cervical vagus is cut and its central end is stimulat- 
ed at a coil distance of 100-50 cms., the movement of the stomach is quick- 
ened and increases in amplitude, sometimes also in tonicity (Fig. 2. A). 





27) 


Auer, Americ. Journ. Physiol., 1907, 18, 347. 
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It is sometimes observed that the tonicity is augmented without increasing 
the amplitude. The acceleration of the movement used to discontinue so 
soon as the stimulation is interrupted, but in some cases lasts on for some 
time after the stimulation. Occasionally it comes forward after a while 
elapses after the commencement of the stimulation. 
Under a strong stimula- 
Fig. 2. tion at the coil distance of 30-0 
cms., wild movements of the 
lever are sometimes brought 
about at the first stage of the 
stimulation, owing to the ani- 
mal’s convulsion ; but after a 
short while the movement of 
the stomach is inhibited, the 
amplitude being abated and 
the tonicity relaxed, or is com- 
pletely stopped (Fig. 2. B). 
The movement is often notice- 
ably accelerated after the stop- 
——— ooo BRS page of the stimulation, or 
continues for a time in a de- 
pressed condition, finally be- 
ing restored to its former state. 
The same result was ob- 


Upper tracing, stomach pressure (piston-recor- = tained by a similar experi- 
der); upper line, time in 6 seconds; lower line, 


stimulus signal. 
A. Stimulation of central vagus stump, coil of the vagus had been severed. 


distance 10 cms. Mangold™ has asserted that 

B. The came, coll distence 50 ems. the inhibition of the move- 
ment observed in a fowl’s stomach, when the central end of the vagus was 
stimulated, failed to occur when the other side of the vagus was severed. 
But in my experiments on the rabbit, the movement was brought to a 
depression by strong stimulation, whether the other side of the vagus was 


EUV TTTE TESTI MeN CSU PET US UUMBEESERISSERULIAIEOUOSUED ITVIN TOUTED 





ment in which the other side 


cut or not. 

In regard to the effect of the sensory stimulation upon the movement 
of the stomach, when the central stump of the crural nerve is stimulated 
at various coil distances, the automatic movement is quickened (Fig. 3. B). 
Under such a stimulation the stomach, atmost inactive before the stimu- 
lation, sometimes repeats several contractions during the process, or the 
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movement is accelerat- 
ed, its amplitude and Fig. 3. 
tonicity increasing. 
But if the stimulation 
is very strong, the re- 
sult is, on the contrary, 
inhibition, the auto- 
matic motion is stop- 
ped and the tonicity 
retarded (Fig. 3. A). 
This behaviour  re- 
mains the same if the 
vagus in the neck is 
cut on one or both 
sides, the movement 
being accelerated by a 
weak stimulation and 
depressed by a strong 
one. 

Similar evidence 
is also ascertained in 





the automatic move- ? : : - 
Upper tracing, stomach pressure (piston-recorder) ; 


upper line, time in 6 seconds; lower line, stimulus in- 
ry ° e . . 

Thus the latter is ac- dicator; mark x, convulsion of animal. 

celerated on a weak A. Stimulation of crural nerve, coil distance 5 cms. 
B. The same, coil distance 4 cms. 


ment of the intestine. 


stimulation applied to 
the central end of the vagus or the sensory nerve, sometimes accompanied 
by augmented tonicity. On the contrary, it is arrested and the tonicity 
slackened when the stimulation is strong (Figs. 4 & 5). 


GENERAL CONSIDERATIONS. 


As above stated, when the central stump of the vagus is stimulated 
the effect on the blood pressure, rate of heart beat, respiration and move- 
ment of the stomach and intestine, seem to be similar to that of the stimula- 
tion of the sensory nerve. From this fact, it is believed proper to consider 
the effect brought about by the vagus stimulation as a sort of reflex pheno- 
menon. This assumption is also supported by the evidence that the rise of 
blood pressure caused by the afferent stimulation of the vagus, like that 
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Fig. 4. Fig. 5. 





Upper tracing, movement of 
intestine (piston-recorder) ; up- 
per line, stimulus signal; lower 
line, time in 6 seconds; mark 
x, convulsion of animal. 





Upper tracing, movement of in- 
testine (piston-recorder); upper line, 


otiwales signal; lower line, time in A Stain of eine 
6 seconds, nerve, coil distance 80 
A. Stimulation of central vagus cms. 
stump, coil distance 80 cms. B. The same, coil distance 
B. Thesame, coil distance 7 cms. 30 cms. 


due to the sensory stimulation, is depressed by deep anaesthesia. 

The effects of the stimulation of these two nerves on the blood pres- 
sure and the movements of the stomach and the intestines, except the rate 
of heart beat and respiration, agree with each other on the point that the 
stimulation yields opposite results according to whether it is strong or weak. 
Considered from the change in the automatic movement of the stomach 
and intestines, when the afferent stimulation is relatively weak, the effect 
is rather similar to that of parasympathetic excitement, while a relatively 
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strong stimulation, on the contrary, gives rise to symptoms corresponding 
to sympathetic irritation. In the effect on the blood pressure we can also 
ascertain similar mechanism. Thereby, it appears regardless as to whether 
the conduction of the centripetal stimulation is carried on through the 
vagus or the sensory nerve. 

Similar facts are also observed in psychic affection as well as in other 
reflex phenomena. Under strong psychic emotion, the blood pressure rises, 
the gastro-intestinal movement is depressed, cold on the skin accelerates 
for a time the movement of the stomach; besides there is a stand-still or 
depression of the heart beat under a psychic emotion or by Goltz’s ab- 
domen-tap test, etc.; all these are presumably due to a nervous mechanism 
similar to that of afferent nervous stimulation. 

When we consider the changes in the rate of heart beat and respira- 
tion from the stand point of view of the changes in blood pressure and the 
movements of the stomach and intestines caused by comparatively strong 
nervous stimulations, our conception of the functions of the vegetative ner- 
vous system in all the organs seemingly throws us into a contradiction. 
But these afferent nervous stimulations are diffusely distributed in the 
central nervous systems regardless as to whether the vagus or sensory nerve 
is stimulated or as to whether the stimulation is strong or weak. Now, 
the effects brought upon the peripheral organs are different according to 
their susceptibility or according to the excitability of the sympathetic, 
parasympathetic, vaso-contrictor or vaso-dilatator centres. 

During deep anaesthesia the blood pressure does not rise, but falls by 
a strong afferent stimulation, this is because the vaso-motor and vegetative 
centres are paralized. 


SuMMARY. 


1. The centripetal stimulation of the vagus, if comparatively strong, 
brings pressor effect and if comparatively weak, depressor effect on the 
blood pressure. 

But, in an animal, whose splanchnics are severed or whose abdominal 
viscera are removed, a strong afferent stimulation of the vagus gives rise 
rather to a lowering, not to a raising, of the blood pressure. 

Also in an animal deeply anaesthetized, the blood pressure is marked- 
ly lessened by a strong afferent stimulation. In one with its vagi on both 
sides cut the result is the same. 

Even when the large brain is removed, so far as the medulla ob- 
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longata is preserved, the afferent stimulation produces a pressor effect. 

2. The afferent stimulation, regardless of its intensity, lessens the 
rate of heart beat. An increase is rarely observed. 

3. Respiration is depressed by the stimulation of the central vagus 
stump. 

4. The automatic movement of the stomach and intestines is more or 
less inhibited by a relatively strong stimulation of the central vagus stump 
and is accelerated by a relatively weak stimulation. 

5. Changes in blood pressure, rate of heart beat, respiration and 
movement of the stomach and intestines due to afferent vagus stimulation 
are similar to those caused by sensory nerve stimulation, with regard to 
the fact that they show themselves in opposite ways according to whether 
the stimulation is strong or weak and to the evidences shown in the ex- 
periments of anaesthesia, decerebration, etc. It may, therefore, be presum- 
ed that the change brought about by the stimulation of the central vagus 
stump is a reflex phenomenon similar to that due to the sensory nerve 


stimulation. 








On the Resorption of Glucose into the Portal Vein.’ 


By 
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(From the Physiological Laboratory, Tohoku 
Imperial University, Sendai.) 





In connection with the previous communication on the transport of 
sugars through the thoracic duct,” we have further undertaken to estimate 
the fluctuation of the sugar content of the portal vein blood resulting from 
the stomachal administration of sugars. The blood sugar content in the 
general circulation was usually simultaneously determined. 

The present paper merely deals with the resultants on glucose. 

Adult dogs, male or female, were experimented on. No pregnant 
female, however, was used. In order to avoid narcotising of the animal as 
well as evoking pain, both of which can induce of themselves an increase of the 
blood sugar content, the dorsal roots of the dog from the IV thoracic to the 
II lumbar cord were previously divided on both sides. The section of these 
twelve pairs of dorsal roots was performed in two successive operations. 
When the dog had regained its normal appearance and body weight follow- 
ing the second operation, it was used for the resorption experiment. By 
this procedure we were able to desensitize completely the abdominal wall of 
the dog, but when the portal vein was to some extent isolated, reactive 
movements of the animals, though slight, were sometimes observed, as has 
been already mentioned on another occassion.” 

The feeding and treatment of the animals were carried out as usual in 
our Laboratory. About one week or more before the experiment, the great 
auricular nerve on one side was sectioned under light ether narcosis, in order 





§ The essentials of this paper were read before the Meeting of the Japanese Physiolog- 
ical Society at Fukuoka 1923 (J. Biophysics, 1924, 1, x11). 

1) Iju. Fujii, Tohoku J. Exp. Med., 1922, 3, 120. 

2) Sakuji Kodama, Tohoku J. Exp. Med., 1924, 4, 468. 
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to draw blood samples from the ear vein without causing pain to the non- 
anaesthetized animal. 

Bang’s micromethod (1913) was applied for assay of sugar content of 
the ear vein blood as well as of the portal vein blood. To detect any varia- 
tion of the concentration of the portal vein blood, following resorption of 
glucose solution, the haemoglobin and water in it were estimated ; by 
making use of Fleischl-Miescher’s method the former was determined. 

The general course of experiment was as following: At about six 
o’clock in the afternoon on the previous day the remainder of food was taken 
away from the dog. On the next day the dog was weighed, then fastened 
supine on the board. After first blood samples were taken from the ear 
vein, the abdomen was opened by a median longitudinal incision of 8-12 
ems. long. A metal tube was fastened in an opening made in the stomach 
body and closed exteriorly by means of a cork stopper; next, the portal vein 
was discovered and the adventitia was sometimes a little cleared. A very 
thick silk thread was placed under the vein, in order to catch it with ease 
at any time, but later this procedure was discarded. It was found quite 
superfluous. Moreover stagnation of blood in the portal region was occa- 
sioned by it, which might be due to our insufficient care, though only in 
rare instances. The data of such experiment were not reproduced. 

Then a small quantity of blood, e.g. some drops, was drawn out by 
means of a small syringe from the portal vein, a little distal from the en- 
trance of the pancreatic veins. ‘The needle of the syringe should not be too 
fine or too thick ; else either the blood clots in it or exudes through the hole 
remaining on the vein wall after withdrawing the needle. Next the blood 
samples were again collected from the ear vein, and the abdomen was tem- 
porarily closed by means of artery forceps. After a lapse of some time, say 
twenty to thirty mimutes, the abdominal cavity was reopened and the blood 
was drawn from the portal vein. The one and same puncture hole was no 
more pricked. Blood was then taken from the ear vein; this was followed 
by punctures on the portal vein wall for the bloods for the determination 
of the haemoglobin and the water. The abdominal cavity was again closed. 
After twenty to thirty minutes the cavity was opened third time and the 
glucose (Merck) solution, warmed nearly to the body temperature, was in- 
troduced through the tube into the stomach, and then immediately closed. 
After the administration the blood specimens of the portal as well as ear 
vein for estimation of sugar were secured, as a rule, fifteen minutes, half an 
hour, one hour, an hour and a half, two hours, three hours, and soon. The 
portal blood samples for estimation of the other two constituents were taken 
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every hour, at the later stage every two hours. It is scarcely necessary to 
mention, that the cavity was closed, when the portal vein was not being 
manipulated. 

When the experiment occupied a considerable length of time, the abdo- 
minal cavity was, twice or three times throughout the whole experiment, 
provisionally closed by means of silk threads, intead of artery forceps, and 
the animal was freed from fastening. Before the next collection of blood 
samples, the dog was again fastened on the table; thus we were able to ex- 
periment on animals in pretty good condition, notwithstanding the experi- 
ment as a whole extended for a very long time. 

Towards the end of the experiment, the gastric content was poured out 
by means of a glass funnel connected with the stomach cannula by a rubber 
tube. Its reducing substance was tested. 

In a few instances, which are not presented here, the injection of the 
glucose solution into the gastric cavity was followed by vomiting. 

The manipulations in the abdominal cavity were carried out aseptically. 

Now, the data obtained are reproduced in the following pages. 

In a single case the thoracic lymph was also collected simultaneously 
with the portal vein blood and assayed for the reducing power. The re- 
sults, reproduced as Exp. I and also graphically presented in the accompany- 
ing chart, were very instructive. 

On February 20th the duct fistula was performed on the dog, the 
dorsal roots from the II lumbar to the IV thoracic cord of which were 
previously bilaterally severed, under morphine-ether-chloroform narcosis. 

Next morning at 9 o’clock 500 c.c. of 5% peptone solution was given 
by the mouth, with the object of accelerating the lymph flow from the duct. 
At 10:15 the dog was fastened on the board, and a glass cannula was in- 
serted into the duct and tied. At 1: 30 in the afternoon the abdomen was 
opened, the portal vein was discovered and a strong thread was passed under 
it and the gastric fistula was prepared. The operation consumed just half 
an hour. No painful sign was observed. At 3:21 1,45 grms. glucose 
(Merck) dissolved in 450 ¢.c. water was introduced into the stomach. 

The administration resulted in increase of sugar content in the ear vein 
blood, the portal vein blood as well as in the duct lymph, but those of the 
veins reached their maxima far more rapidly than that of the duct lymph, 
and the maximum height of the sugar levels in the portal vein and the duct 
lymph were the same, that of the ear vein blood being far inferior to them. 
The former fact is readily conceivable if the difference of the velocities of flow 
in the portal vein and the lymph circulation be taken into consideration. 
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In the recent communication, K atsura® has rightly pronounced, that it may be un- 
fair to compare the sugar content in the duct lymph with that in the blood of the general 
circulation for the testimony of the absorption of the sugar in the chyle vessels. 

When glucose was stomachically introduced in his experiments, the sugar content of 
the duct lymph of the dogs consequently increased, but it was invariably inferior to that of 
the serum of the portal as well as liver vein. 

The fluctuations of the blood sugar content in the portal vein and the 
ear vein run parallel. The maxima were already observed in the samples 
first collected after the administration ; therefore they must be taken as 
attained in twenty minutes after administration or earlier. The highest 
sugar content in the duct lymph was reached first in half an hour after 
introduction. The blood sugar contents decreased rather rapidly and 
reached the initial values 3 hours after administration, and then hypogly- 
caemia occurred in both the bloods, which will be discussed later. The sugar 
content of the duct lymph decreased very slowly at the beginning. This 
course of fluctuation of the duct lymph sugar nearly agrees with Exp. V 
in the previous paper.” 


EXPERIMENT I. 


Dog, male. 

10. I. 1922. 16.5 kilos. L,-Ty dorsal spinal roots bilaterally severed. 
2 « 17.2 kilos. T,-T, ,, ~ ” ” » 

OTF. 18 kilos. Preparation of ductus thoracicus. 

3... « 18 kilos. 











g g Portal vein blood | Duct lymph 
bES & 
Time a & gS BS 2-8 - BS $s Remarks 
mS | oS | SHS 1828) F8] as 
we} L - rte) & 
9:00 A.M. 500 c.c. 526 pepton sol. per os. 
10:07 0.10 
10:10 Fastened on the board. 
10:30-12:30 Insertion of cannula into duct. 
12:40 P.M. 0.14 
1:14 0.12 
1:30-2:00 Laparotomy, stomach fistula, 
placing of thread under por- 
tal vein. No sign of pain. 
2:05-2:15 8.5 
2:40 0.10 
2:43 0.12 
2:45 0.09 
3:00 80.56 
3:02 14.14 
3:13-3:20 3.8 | Body temp. 39°. 
3:21 45 grms. glucose in 450 c.c. 
water into stomach (2.5 
grms. per kilo). 


























3) Shige. Katsura, Nisshin Igaku, 1926, 15, 1208, Tohoku J. Exp. Med., 1926, 7, 
382. 





526 


Y. Sataké and I. Fujii 








Time 


Portal vein blood | Duct lymph 
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portal vein blood, 

















Resorption of Glucose into Portal Vein 527 


EXPERIMENT II. 
Dog, male. 




















5. VII. 1922. 17 kilos. L,-T, dorsal spinal roots bilaterally divided. 
25. X. , 16.5kilos. T,-T, ,, “3 - ~ 
&22m. « 18 kilos. 
Ear vein Portal vein blood 
. blood: > 
Time Sager | Guger | Water — Remarks 
%) | (%) | (%) | Beez 
100 pM. | 0.11 | Body temperature 39.1°. 
1:15 |} 0.12 
1:16 Fastened on the table. 
1:37 | 0.11 
1:55-2:12 | Laparotomy, preparation of gastric 
fistula, passing of thread under 
portal vein. No sign of pain. 
2:13 0.12 
2:15 | 0.11 | 
2:35 0.10 | 
2:37 0.10 
2:40 | 82.9 
3:05 | 12.1 | Body temperature 38.5°. 
3:24 45 grms. glucose in 450 c.c. water 
into stomach (2.5 grms. per kilo). 
3:42 0.13 
3:43 | 0.18 
3:56 0.17 | 
3:58 | 0.16 
4:2 | 0.13 
4:26 | 0.13 
4:30 82.5 
4:34 | 12.4 Thermometer was broken in rec- 
tum; great pain was caused by 
pricking out it. 
4:55 0.10 | 
4:57 0.11* | 
5:28 | 0.12* 
5:27 0.12* | 
5:37 | 83.2 
5:38 | 11.7 
6:23 0.13* 
6:2 0.12* 
6:30 | 828 
6:31 13.38 
6:40 Dog was freed from fastening. 
7:22 Fastened again. 
7:32 |} 0.11 
7:35 0.10 
8:23 0.09 
8:25 0.09 
8:27 82.4 
8: 13.1 
9:22 0.06 
9:24 0.07 
9:28 82.5 
9:30 12.3 
9:45 Freed from fastening. 














* Slight increases of sugar content may be looked as caused by the excitement 
evokend by painful manipulation of pricking out the brokened thermometer from rectum. 
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EXPERIMENT III. 
Dog, male. 
19. X. 1922. 15 kilos. L,-T, dorsal spinal roots bilaterally sectioned. 
24.XI. ,, 165kilos. T,-T, ,, . o - = 
eS Ls 16 kilos. 
| Ear vein | Portal vein blood 
: | blood: | eS 
Time Sugar | Sugar | Water — Remarks 
| (%) | (%) (%) Bs) 
1:00 P.M. 0.07 | 
1:07 | 0.07 | 
1:10 Fastened on table. 
1:35 0.07 | 
1:50-2:10 Laparotomy, stomach fistula, plac- 
ing of thread under portal vein. 
No excitation. 
2:43 0.09 | 
2:45 0.08 | 
2:58 0.08 
3:01 0.08 | 
3:02 76.6 | 
3:05 | 181 
3:27 | 40 grms. glucose in 400 c.c. water 
into stomach (2.5 grms. per kilo) 
3:40 | 0.16 
3:41 0.10 | 
3:55 | 0.15 
3:56 0.11 
4:24 | 0.16 | 
4:25 0.10 | 
4:30 77.2 
4:3 14.8 
4:51 | O11 
4:52 0.10 | 
5:10 Body temperature 38.5°. 
5:23 | 0.11 
5:24 0.10 | 
5:25 76.6 
5:30 | 18.4 
5:35 Dog was freed from fastening. 
6:15 | | Fastened. Very quietly. 
6:30 | 0.09 
6:3 0.08 | 
6:32 | 75.6 
6:35 | 16.9 
7:25 0.07 
7:26 0.07 
7:27 77.2 | 
7:28 | 17.0 | 
8:22 0.07 
8:23 0.06 
8:25 76.3 | 
8:27 | 21.5 
9:25 0.07 
9:24 0.07 
9:25 77.1 
9:26 20.9 
9:30 | Body temperature 37.7°. 
9:32 Freed from fastening. 
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Ear vein| Portal vein blood 
° blood: | 
Time Sugar | Sugar | Water Haemo- Remarks 
pe fae pre globin 
| (%) (22) (%) (2%) 
10:15 Fastened on table. 
10:23 0.07 
10:24 0.07 
10:25 77.4 
10:27 | 13.6 
11:22 0.07 | 
11:23 0.07 
11:24 | 77.2 
11:25 14.7 
11:35 Some c.c. fluid from stomach fis- 
tula. Fehling -. 
EXPERIEMENT IY. 
Dog, male. 
17. I. 1923. 11 kilos. L,-T, Dorsal roots bilaterally cut. 
22. II. ,, 10.4kilos. T,-T, ,, - ™ S 
19.1II. ,, 10.3 kilos. 
| Ear vein Portal vein blood 
° | blood: “es = 
Time Sugar | Sugar | Water jem Remarks 
| (9%) | (% (6) | && 
| | , e) = 
12:38 p.m. | 0.07 | | 
12:41 0.08 
12:42 | Fastened on table. 
12:52 0.08 | 
12:55-1:10 | Laparotomy, stomach fistula pre- 
pared, thread under portal vein. 
No excitation. 
1:19 i; 0.08 
1:20 0.08 | 
1:21 | 81.4 
1:23 13.4 Body temp. 38°. 
1:55 | 0.09 | 
1:57 0.09 Somewhat excited. 
2:02 | 26 grms. glucose in 260 c.c. water 
into gastric tube (2.5 grms. per 
kilo). 
2:17 | 0.16 A little excited during collection. 
2:18 0.10 | 
2:32 0.18 | 
2:33 0.13 | 
2:34 80.3 
2:37 9.8 
3:00 | 0.20 
3:01 | 0.17 | | 
3:02 | 80.1 
3:03 9.35 No excitement. Body temp. 37.9°. 
3:32 | 0.19 
3:33 | 0.18 | 
4:01 | 0.2 | Intestines: Of normal appearance. 
4:02 | 0.17 
4:03 | | 80.2 
4:05 | 10.3 
4:12 | Freed from fastening. 
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Ear vein Portal vein blood 
P blood: 
Time Sugar | Sugar | Water pod Remarks 
(6) | (%) | (9) | Sez) 
Yo 
4:54 Fastened again. 
5:04 0.15 | Very quiet. 
5:05 0.15 Body temp. 37.9°. 
5:06 79.7 
5:07 | 10.4 
6:02 0.11 
6:03 0.11 
6:04 80.5 
6:05 13.4 
7:00 0.10 
7:01 0.10 
7:02 80.8 
7:03 12.1 | Body temp. 38.1. 
7:09 | Freed from fastening. 
7:52 Fastened. 
8:04 0.08 
8:05 0.07 
8:06 81.3 
8:09 9.4 
9:01 0.07 
9:02 0.07 
9:03 80.4 
9:06 11.3 
10:02 0.08 
10:03 0.08 
10:04 80.0 | 
10:05 11.0 Body temp. 38.2°. 
| From stomach tube ca. 5 c.c. fluid. 
Fehling positive. 
EXPERIMENT \V. 
Dog, female. 
19. II. 1923. 7.8 kilos. L,-T, dorsal roots bilaterally cut. 
i. » 7.5 kilos. T,-T, , 2 ” " 
7. 755.. « 7.9 kilos. 
Ear vein Portal vein blood 
: blood: 
Time Sugar | Sugar | Water — Remarks 
(%) | (9%) | (9) | Bon 
9:15 A.M. 0.11 
9:18 0.11 
9:20 Fastened, quiet. 
9:35-9:55 aparotomy, gastric fistula, thread 
9:56 0.10 \ under portal vein. Quiet. 
9:57 0.10 
9:58 81.8 
10:00 12.7 
10:25 0.10 
10:26 0.10 Body temp. 38.4°. 
10:31 A large volume fluid ran out from 








stomach fistula. 20 grms. glu- 
| cose in 200 c.c. water into sto- 
mach (2.5 grms. per kilo). 
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Time 


Ear vein 
blood: | 
Sugar 


(2) 





Portal vein blood 





Sugar 


(%e) 





Water 
(%) 


| Haemo- 
globin 


(% 


Remarks 





10:46 
10:47 
10:01 
11:02 
11:03 
11:05 
11:31 
11:32 





| 

| 
0.12 | 
0.15 | 
| 


0.15 
0.14 


0.12 


0.11 


0.09 


0.08 





0.09 


0.21 


0.22 


0.17 


0.19 
0.13 


0.11 


0.08 


0.09 





82.3 


82.5 


82.4 


81.7 


80.8 


12.6 


13.4 








Very calm. 


Appearance of intestines normal. 
Body temp. 38.4°. 


Let free. 
Fettered. 
Very quiet. 


Thread under vein was taken off. 


Volume of intestines decreased. 


Freed from fastening. 
Fastened. 


Very calm. 
Body temp. 38.2°. 


Body temp. 38.1°. 


45 cc. fluid from gastric fistula, 
with 2.0576 sugar (in toto 0.92 
grm. sugar). 


Tn all instances above cited, glucose was given into the stomach in a dose 
of 2.5 grms. per kilo of body weight, which is far less than the dosage of 
glucose tolerated in dogs.” 
tion, the sugar contents of the portal vein blood as well as of the ear vein 





In about half an hour following the administra- 


4) (1) 123-124; Toru Oka, Tohoku J. Exp. Med., 1922, 3, 218. 
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blood increased to the highest values and then commenced to reduce, and 
finally recovered their initial values in further 2.5-3.5 hours. In three out 
of five examples (Exps. I, II & V), furthermore it was succeeded by a 
hypoglycaemic stage. Hypoglycaemia appeared at 4—7 hours after direct 
introduction of glucose into the stomach. 


We have come across several instances of hypoglycaemia in the communications dealing 
with the alimentary hyperglycaemia,» contrary to the papers on the action of adrenaline or 
ether upon the carbohydrate metabolism. Hypoglycaemic stage was very seldom observed 
in ether experiments. 

Almost all of the cases, in which hypoglycaemia was noted after administration of 
glucose, were of human subjects. Vladesco was able to observe it in a sheep, while he 
failed to do so in a dog. He made his experiments in order to see whether the principle of the 
replacement of equilibrium of Le Chatelier is applicable to biology or not. MacLean 
and Wesselow (p. 115) were inclined to explain the hypoglycaemia as an indication that 
the activity of the storage mechanism is still going on at that stage. 

The hypoglycaemia in human subjects was detected in 1-6 hours after administration of 
glucose. 

Roughly speaking, the findings that the sugar content of the portal 
vein blood achieved the maximum at half an hour following the adminis- 
tration of glucose wellnigh agree with those in Dog Ruslan, (in a paper of 
Kotschneff,”) which received 200 c.c. of 5% glucose solution into the 
jejunum fistula, and furthermore with those of Albertoni,” who was able 
to find that the resorption of glucose, given in a dose of 40-100 grms. to 
dogs, takes place most intensively in the subsequent first hour. In the 
experiments of the latter the animals were killed 1-3 hours after adminis- 
tration and the content of the gastrointestinal tract was tested for sugar. 


Though it was warranted by K otschneff (p. 363) to refrain from making use of the 
micromethod for the blood in the portal as well as hepatic vein, for the reason that the 
bloods may not have a uniform composition, the sugar curves of the portal vein blood in 
the present paper, which ran parallel with those of the ear vein blood and showed no irre- 
gularity, are seemingly sufficient to show the availability of a micromethod for the portal 
vein blood, at least as far as the sugars are concerned. 

In Exp. IV the maxima of the sugar contents in the portal and ear vein blood, follow- 


5) E. Frank, Hoppe- Seyler’s Ztschr., 19(10-) 11, 70,292; A. Th. B. Jacobsen, 
Biochem. Ztschr., 1913, 56, 474 f.; H. J. Bing and B. Jacobsen, Deut. Arch. f. kl. Med., 
1914, 113, 575; Bergmark, Jahrb. f. Kinderheilk., 1914, 80, 373; A. H. Hopkins, Am. 
J. Med. Scien., 1915, 149, 258; G. Graham, J. Physiol. 19(15-)16, 50, 285; L. Hamman 
and J. I. Hirschman, Arch. of Int. Med. 1917, 20, 763 ff.; C. V. Bailey, Ibid., 1919, 23, 
459; Masa. K uwabara, K yoto-Igakukwai-Zasshi, 1920, 17,70; H. MacLean and O.L.V. 
de Wesselow Quart. J. of Med., 19(20-)21, 14, 111 f. (From chart 3); M. Polonowski 
and E. Duhot, C. R. Soe. Biol., 1921, 85, 501; R. Vladesco, Ibid., 1923, 89, 910. 

6) N. Kotschneff. Pfiiger’s Arch., 1923, 201, 365. 

7) P. Albertoni, Ergeb. d. Physiol., 1914, 14, 441. 
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ing the administration were reached somewhat slowly in comparison with the remaining 
ones, and lasted somewhat long, e.g. one hour. The descending limb of the sugar curve was 
relatively rapidly-sloping. In Exp. II there was only a little difference in the sugar con- 
tents after administration of glucose between the portal blood and the ear vein blood. (In 
general, when the absorption of carbohydrate is not taking place, the sugar content in the 
portal blood is practically quite the same as that of the blood in the general circulation.) 


Further it will be unmistakably noticed on consulting the examples, 
that the sugar level of the portal blood invariably regained its initial height 
simultaneously with that of the ear vein blood. This finding makes impro- 
bable an interesting explanation, made by MacLean and Wesselow (p. 
114),” of the abrupt drop of the alimentary blood sugar curve in the healthy 
individual compared with that of the diabetic. They would assume that 
the abrupt fall in the blood sugar curve in the normal subject is not due to 
the cessation of absorption, but caused by the sudden intervention of a 
storage mechanism, which abstracts the sugar from the blood more quickly 
than it enters, and as a result maskes the later stage of absorption. If their 
assumption be correct, in the present investigations the hyperglycaemia in 
the portal blood should outlast by far that in the general circulatory blood, 
but in fact there was no material difference in the duration between the 
two kinds of blood. 

In conclusion a control experiment, which was carried out by making 
use of the same dog as Exp. III, may be appended here (p. 536). The dog 
was not fastened on the table, but sitting or standing at will there. The glu- 
cose solution was given, in the same dosage as in Exp. III, through the sto- 
mach tube, and the ear vein blood was collected from time to time. The fluc- 
tuation of the sugar content of the ear vein blood, called forth by adminis- 
tration of glucose solution, entirely coincides with that given in Exp. IIT. 

As the comparison of both these experiments and the figures in the 
other examples indicate, the fastening of the dog does not substantially inter- 
fere with the study on the alimentary hyperglycaemia. The fastening 
hyperglycaemia occurs far more seldom in this animal, than in the rabbit. 

To sum up the data given in this communication : 

The dogs, the dorsal spinal roots of the [TV thoracic to the IT lumbar 
cord of which were previously bilaterally interfered with, were fastened on 
the table and glucose solution in a dose of 2.5 grms. glucose per kilo of body 
weight was given through the stomach fistula. As a consequence the blood 
sugar in the ear vein as well as the portal vein increased. The maxima 
were reached in about one half hour to one hour, and the hyperglycaemia 
as toto lasted about three to five hours. Later hypoglycaemia was some- 
times detected in both kinds of blood, and really simultaneously. The start- 
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Dog, employed in Exp. III. 


Alimentary hyperglycaemia (no fastening). 
23. II. 1923. 16.5 kilos. 











Time Blood sugar % Remarks 
9:45 A.M, 0.07 
9:54 0.07 
10:03 40 grms. glucose in 400 c.c. water into gastric tube. 
10:18 0.09 
10:33 0.10 
11:03 0.10 
11:33 0.10 
12:03 P.M. 0.09 
1:03 0.07 
2:04 0.07 
3:03 0.07 
4:05 0.07 Excitation during collection of blood. 
5:03 0.07 J 
6:07 0.06 








ing, maximum and final points of hyperglycaemia in the ear vein blood 
coincide in time relation with those in the portal vein blood ; it is scarcely 
necessary to notice that the former is only on a small scale in comparison 
with the latter. 

In a single experiment the duct lymph was concurrently investigated. The highest 
level of the sugar content of the duct lymph did not materially differ from that in the 


portal blood, but it was attained far later than in the case of the portal blood, and the drop 
of the blood sugar was by no means so abrupt as the latter, but rather far slower. 




















On the Resorption of Laevulose into the Portal vein.$ 


By 


YASUTARO SATAKE and SOZO HIRAYAMA. 
(te KH RK HR) (Ee it ae i) 


(From the Physiology Laboratory, Sendai.) 





The present paper gives the data obtained in the study on the resorp- 
tion of laevulose into the portal vein, which was carried out in succession 
to that of glycose, given in the foregoing paper, and with the procedures 
and methods described there.” In the present investigation the sugar in 
the portal vein was estimated only by means of the micromethod of Bang 
(1920), that is, the reducing power was exclusively estimated. 

In this set of experiments the thread was not passed under the portal 
vein. 

In the present experiments we have not come across instances of vomiting after ad- 
ministration of laevulose, contrary to the normal (non-deafferented) dogs. In the experi- 
ments of Messrs. Sano and Fujii on normal dogs, previously reported in this Journal, ad- 
ministration of laevulose was followed not seldom by vomiting, by which the results were 
made invalid so that they were not reproduced in their reports. 

Laevulose, dissolved in water, was given through the gastric fistula in a 
dose of 2.5 grms. per kilo of body weight. Namely the dosage was the same 
as in a previous report from our Laboratory ;” it was certainly above that 
tolerated in normal dogs.” 

Towards the end of the experiment, viz. 8-9 hours after the adminis- 
tration the stomach content was taken out by the procedure described in 
the foregoing communication. It was tested by Seliwanoff, and estimated 
for reducing power by Bertrand. In all instance laevulose was found in 





§ Presented before the Japanese Physiological Meeting at Sendai 1924 (J. Biophysics, 
1925, 1, Lxx). 

1) Yasu. Sataké and Iju. Fujii, Tohoku J. Exp. Med., 1926, 7, 524. 

2) Iju. Fujii, Ibid., 1922, 3, 127. 

3) Toru Oka, Ibid., 215. 
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a certain quantity, and really in Exps. II and III about 21 respectively 
24% of the introduced laevulose was refound. In the remaining cases it 
was only 5 or 8%. 

The quantity of laevulose remaining in the stomach had a close rela- 
tion to the findings on the blood sugars. 


EXPERIMENT I. 
Dog, male. 
27. V.1923. L.-T, dorsal roots bilaterally divided. 
25. VII. ” T,-T, ” ” ” ” 
17. XII. ,, 16.2 kilos. 

















Ear vein Portal vein blood 
Time en Sugar | Water — Remarks 
rs - o\ | globin 
(%) | (%) (%e) | (2%) 
9:00 A.M. 0.08 
9:20 0.08 
9:30 | Fastened on table. 
9:53 0.09 | | Body temperature 38.2°. Room 
temp. 17.8°. 
10:08- Laparotomy, stomach fistula, pre- 
35 paration of portal vein. (No 
content in stomach.) 
10:43 0.10 
10:45 0.12 
10:52 80.5 
10:54 | 17.8 
11:06 | 0.09 
11:12 0.07 
11:13 0.10 
11:18- 405 c.c. 10% laevulose solution in- 
:2 to stomach (2.5 grms. per kilo). 
11:36 0.09 
11:37 0.09 
11:51 0.13 $1.0 
11:53 0.10 | 
12:05 P.M. 0.11 
12:07 0.12 
12:2 0.15 81.0 | Body temperature 39.4°; room 
/ temperature 19.8°. 
12:23 0.13 
12:50 0.12 
12:51 0.13 
12:53 17.7 
1:2 9.13 86.0 
1:21 0.11 | 
1:23 17.6 
1:39 | Freed from fastening. 
2:10 | Fastened on table. 
2:27 0.09 81.2 
2:30 0.09 
2:33 17.7 | 
3:20 0.08 80.0 
3:22 18.5 | 
3:23 
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Ear vein Portal vein blood | 
° blood: r | be 
Time Sugar | Sugar | Water — Remarks 
(%) | (%) | (%) | %ez) 

4:20 0.10 | 81.0 

4:23 0.10 Instestines appear normal. 

4:25 18.1 

4:27 Freed from fastening. Room temp. 
ar". 

5:12 Fastened on table. Body temp. 
38.2°. 

5:19 0.04 | 80.8 

§:22 0.05 | 

5:2 17.6 | 

6:18 0.08 81.4 Body temp. 38.7°, portal vein thin- 
ner, intestines of normal appear- 
ance. 

6:21 0.09 

6:23 19.4 | 

7:17 0.07 82.0 

7:19 17.5 | Room temp. 20.3°. 

7:21 0.08 | Body temp. 38.19. 

7:40 | 180 ce. fluid from stomach. Seli- 
wanoff positive. 2.0 grms. lae- 
vulose, viz. ca. 594 of that intro- 
duced was left. 

EXPERIMENT II. 
Dog, female. 
9. VIT. 1923. L,-Thy dorsal roots bilaterally cut. 
13. VIII. , Th ,-Th ,, » ” 
25. XII. ,, - 9.1 kilos. 
Ear vein| Portal vein blood 
. blood: - 
Time Sugar | Sugar | Water =— Remarks 
(6) .| (%) | (%) | %egy 

8:42 AM 0.05 
8:48 0.06 
37 Fastened. Room temp. 18.0°. 

9:48 0.08 Body temp. 37.7°. 

10:00- Stomach fistula, preparation of 
2 | portal vein. No content in sto- 

mach, no excitement. 

10:32 0.09 

10:34 0.06 

10:47 0.07 78.7 

10:48 0.07 Room temp. 18.0°. 

10:52 16.8 | Body temp. 38.5°. 

11:08- | | 227 ce. 102% laevulose solution in- 
:09 | to stomach (2.5 grms. per kilo). 

11:24 0.12 | | 

11:25 0.09 

11:40 0.11 78.7 

11:43 0.10 

11:45 | 17.8 

11:56 0.11 | 

11:59 0.08 | 
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| Ear vein Portal vein blood 
Time | Blood: Haemo- Remarks 
| Sugar | Sugar | Water globin 
| (3) | (%) | (%) | 8 
12:10 P.M. | 0.09 | 78.5 
12:13 | 0.09 
12:19 21.1 
12:39 0.09 77.9 
12:40 | 0.09 
12:43 | 17.5 
1:09 0.08 78.3 Intestines appear well. 
1:11 | O11 | 
1:14 } | 18.5 
1:20 Freed from fastening. 
2:01 } Fastened on table. 
2:14 | 0.09 732 
2:17 | 0.09 
2:21 19.3 
3:09 0.05 77.6 Blood from portal vein clotted 
somewhat quickly. 
3:12 0.06 
3:15 18.8 
4:09 0.11 76.7 Room temp. 23.0°. 
4:12 0.10 | Body temp. 38.6° 
4:15 22.8 
4:21 Freed from fastening. 
4:59 Fastened on table. 
5:09 0.08 72.3 
5:10 0.09 
5:12 19.5 
6:09 0.09 77.1 
6:10 0.10 | 
6:12 20.7 
7:08 0.07 76.8 
7,09 0.08 
7:11 20.7 
7:28 110 cc. fluid from stomach. Seli- 
wanoft’s test positive. 4.8 grms. 
laevulose (ca. 2194 of introduced) 
was left in stomach. 
EXPERIMENT III. 
Dog, male. 
30. .V.' 1923. L,-Th, dorsal spinal roots bilaterally severed. 
2. VIII. ” Ph,-Th, ” ” ” ” ” 
10. III. 1924. 12.5 kilos. 
Ear vein Portal vein blood | 
. blood: 
Time Sugar | Sugar | Water — Remarks 
(% (2) | (26) | Sen 





8:42 A.M. 0.07 
8:50 0.06 
8:52 Fastened on table, room temp. 
15,2°. 


9:17 0.09 Body temp. 37.19. 
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Time 


Ear vein 
blood: 
Sugar 

(Ye) 


Portal vein blood 





Sugar 


(%e) 





Water 
(% 





Haemo- 
globin 
(2%) 


Remarks 














10:10- 
-O7 


tml 


10:29 
10:32 


10:44 
10:49 
10:59 
11:04 
11:06 
11:11- 
12 
11:30 
11:32 
11:44 
11:45 
11:51 
11:59 


12:01 P.M. 


12:13 


12:15 
12:18 
12:42 
12:43 
12:46 

1:13 





0.11 


0.12 
0.11 


0.10 
0.11 


0.11 


0.10 


0.11 


0.09 


0.09 


0.06 


0.10 


0.10 


0.09 





0.10 
0.09 


0.10 


0.07 


0.11 


0.13 


0.08 


0.08 


0.07 








81.7 


80.9 
80.4 


80.4 


81.7 


82.7 





12.7 


13.9 


12.9 


14.4 


13.9 


14.8 


17.8 








Stomach fistula, preparation of 
portal vein; no content in sto- 
mach; excited. 


Abdominal wall strained, intestines 
swelled. 


Room temp. 18.9°. 
Body temp. 37.0°. 


312.5 c.c. 1096 laevulose solution 
into stomach (2.5 grms. per kilo). 


Bleeding of a little large volume 
from portal vein. 


Room temp. 20.3°. 
Body temp. 37.3°. 


Freed from fastening. 

Fastened on table. 

Quiet, intestines not swelled, ab- 
dominal wall not strained. 

Room temp. 21.3°. 

Body temp. 37.2°. 


Freed from fastening. 
Fastened again. Room temp. 18.5°. 


190 c.c. fluid from stomach fistula; 
Seliwanoff’s test positive. 31.3 
grms. laevulose (=24.4%% of the 
introduced) was refound. 
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EXPERIMENT IY. 
Dog, female. 
4, VII. 1923. L,-Thy dorsal spinal roots bilaterally cut. 
6. VITI. ” Th,-Th, ” ” ” ” ” 
19. IIT. 1924. 18 kilos. 

















Ear vein} Portal vein blood 
. blood: | ' 
Time Sugar | Sugar | Water — | Remarks 
(6) | (%) | (#6) | Sean | 
%e 
8:35 A.M. 0.10 
8:47 0.09 
8:50 | Fastened on table; room temp. 
15.0°. 
9:00 0.10 Pody temp. 38.2°. 
9:16- Stomach fistula, preparation of por- 
:47 tal vein. 25 c.c. colourless, mu- 
cous fluid (sugar -, HCl 0.1122) 
sucked out. Dog somewhat ex- 
cited. 
9:50 0.11 
9:53 0.12 
10:05 0.11 80.0 
10:07 0.12 
10:22 0.10 80.0 
10:26 0.12 
10:32 15.7 
10:38- 325 c.c. 10% laevulose into sto- 
:39 mach (2.5 grms. per kilo). 
10:55 0.17 Duodenum, intestine loops quite 
near it swelled. 
10:57 0.15 
11:10 0.19 79.6 
11:13 0.16 Intestine loops under duodenum 
somewhat swelled. 
11:17 15.7 
11:26 0.16 
11:30 0.14 
11:40 0.10 | 79.7 Intestines appeared well. 
11:43 0.09 
11:45 15.1 
12:10 P.M. 0.10 79.1 Intestines somewhat reduced in 
? volume. 
12:14 0.11 
12:16 15.5 
12:40 0.07 78.9 
12:45 0.07 Room temp. 19.7°. 
12:47 15.2 Body temp. 38.0°. 
12:53 Freed from fastening. 
1:30 Fastened on table. 
1:41 0.12 79.8 Volume of intestines as before 
introduction of solution. 
1:43 0.09 
1:45 15.5 
2:40 0.07 79.4 
2:41 0.09 | 
2:43 | 16.4 
3: 0.06 79.5 Room temp. 21.5°. 
3:41 | 0.07 Body temp. 38.7°. 
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Ear vein Portal vein blood 
Time blood : Haemo- Remarks 
Sugar | Sugar | Water lobin : 
(2%) | (%) | (9) | Ben 

3:42 17.5 

3:47 Freed from fastening. 

4:31 Fastened again. 

4:40 0.08 80.1 A little excited. 

4:42 0.09 

4:44 17.5 

5:3 0.06 76.2 

5:40 0.08 

5:43 18.8 

6:40 0.08 76.1 Room temp. 16.3°. 

6:41 0.09 Body temp. 38.2°. 

6:43 18.1 

7:06 Ca. 87 c.c. brownish, mucous fluid 
from stomach fistula. Seliwa- 
noff positive. 2.5 grms. laevu- 
lose (7.8% of the introduced) 
was refound. 





In the two cases where only a small quantity of laevulose was left in 
the stomach at the end of experiment, immediately after the administra- 
tion the reducing power of the ear vein blood began to increase, reached 
the maximum value in an half to one hour and subsequently returned to 
the initial level in half to one hour. The increase was not very large, but 
was quite unmistakable. 

In other examples the increase of the sugar content was doubtful 
(Exp. IT) or missed (Exp. III). And in fact in these dogs a relative large 
volume of laevulose, about one fourth of the total quantity introduced, was 
found remaining in the stomach. 

The great slowness of the passage of laevulose solution must be ac- 
counted, we believe, as the reason for missing of the hyperglycaemia in 
these two dogs. And, that the fastening of the dog might be held to some 
extent responsible for the slowness of passage of laevulose in these dogs can 
be concluded from the following observations in Exps. [IIT and IV. After 
the first long period of experimentation, that is nearly after the passing of 
the hyperglycaemic stage, known from the data formerly reported,” the 
dog was freed from fastening. Then the animal sat, lay or stood quite 
freely in the pen, where all food was carefully removed. No water was 
given, as a matter of course. After a pause of many minutes the animal 
was fastened again on the table. ‘The reducing power of the portal blood 
was now found definitely increased, though a little. 

Whether the slowness or irregularity of leaving of laevulose from the 
stomach, as in the present investigations, should be accounted for the com- 
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mon finding on the resorption of laevulose as noted by MacLean that 
laevulose gives no definite rise of the blood sugar level,” wants further con- 
firmation and closer analysis. 

Turning now to the data on the portal blood, in the two cases, where 
laevulose was left only in a small quantity in the stomach and the ali- 
mentary hyperglycaemia in the blood in the general circulation was evi- 
dent, the increase of the reducing power in the portal blood collected suc- 
cessively after the administration of sugar was pretty remarkable. The 
reducing power being calculated as glucose, it increased from 0,07% to 
0.15% in Exp. I and 0,1% to 0,19% in Exp. [V. The times, when the 
portal vein sugar achieved the maximum content and returned to the ini- 
tial value nearly coincided with those of the ear vein blood just as in the 
cases in the foregoing report on the glucose resorption. 

Also in the remaining two examples, the administration of laevulose 
was followed by an unmistakable increase of the reducing power of the 
portal blood, but it was not excessive. The course of the hyperglycaemia 
in the latter cases was similar to that in the former. 

If the excess over the initial level are compared with, the increases, due to laevulose 
ingestion, of the ear vein blood and the portal vein blood in the present paper nearly agree 
with those of the ear vein blood and the duct lymph in the previous report.» The absolute 
content of sugar (the reducing power being calculated as glucose) in the duct lymph in 
Exp. II on p. 128”) was somewhat greater. 

In a later stage the hypoglycaemia occurred in all the examples, an 
inclination to recovery to the initial state being in some cases manifested. 
In the ear vein blood the hypoglycaemia appeared simultaneously with the 
portal blood. 


At that period reduction of the water content and increase of that of haemoglobin 
were in most cases remarked. 


Résumé: 

In the dogs, the dorsal spinal roots of the IV thoracic to the IT lumbar 
cord of which were previously bilaterally divided, that is, the abdominal 
wall and the abdominal viscera were de-afferented, laevulose solution, in a 
dose of 2.5 grms. laevulose per kilo of body weight, was administered 
through the gastric tube into the stomach. The animal was fastened on 
the table; no narcotic was given, no pain was evoked by the operations. 
The introduction of laevulose was immediately followed by an increase of 
sugar content of the portal blood, which reached its maximum, in an half 


4). H. MacLean and O.L.V. de Wesselow, Quart. J. of Med., 19(20-)21, 14, 114. 
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to one hour and then dropped to its initial height with about the same 
velocity as it ascended. In the later stage the hypoglycaemia was de- 
monstrable. 

This hyperglycaemia was pretty remarkable in the instances, where 
at the end of 8-9 hours’ experiment after the administration only a small 
quantity of laevulose was left in the stomach, while it was not so evident, 
though unmistakable, when the passage of laevulose from the stomach into 
the intestine did not take place nearly so completely through the experi- 
mentation extended for many hours. In the latter examples the sugar con- 
tent in the blood in the general circulation accordingly did not increase 
with certainty, in contrast to the former cases, where occurrence of hyper- 
glycaemia was unquestionable in harmony with the remarkable increase 
of the reducing power in the portal blood. 

The time relation of the hyperglycaemia was practically the same in 
both kinds of blood, that is the portal blood and the ear vein blood. 


The expenses of the work were defrayed by a grant from the Prince 
Matsukata Memorial Foundation for Promoting Scientific Researches. 











Eine weitere Untersuchung der Proteusbazillen. 


Von 
Dr. Shigeru Matsui. 
(4 FF BB) 


(Aus dem bakteriologischen Institut der Universitat 
Sendai, Director: Prof. Dr. K. Aoki.) 





Schon friiher untersuchte Prof. Aoki in unserm Institute viele aus 
verschiedenem Material geziichtete Proteusstimme. Dabei konnte er sie 
agglutinatorisch in neun Unterarten einteilen. Daraufhin untersuchte er 
gemeinsam mit Kond6 X-Proteusbazillen, welche nicht nur aus X-19 
von Weil und Felix, sondern auch aus anderen von unserem Institut in 
unserer Bakteriensammlung neu gefundenen Stiimmen bestanden, sie mit 
den neun Unterarten genau vergleichend. Dabei wurde als sicher fest- 
gestellt, dass die Fleckfieberproteusbazillen, welche unter sich in verschie- 
dene Abarten eingeteilt werden kénnen, mit den ersten und zweiten Typen 
von unseren Nichtfleckfieberproteusbazillen in naher Beziehung stehen. 

Daraufhin wurden 172 Stiimme Proteusbazillen, welche nicht nur 
bei érkrankten Menschen, sondern auch von verschiedenen ‘Tieren, 
nimlich Kaninchen, Meerschweinchen, Ratten, Miiusen, Seidenraupen ge- 
funden worden waren, von mir biologisch und agglutinatorisch genau un- 
tersucht. Dabei ergab sich, dass 128 unter 172 zu irgendeinem Typus von 
Aoki’s neun Untérarten gehérten. Aber die iibrigen Stiimme konnten 
nicht als zu irgendeinem Typus gehérig festgestellt werden. Doch wurde 
dabei durch das Hitzeverfahren kein solcher Proteus nachgewiesen, welcher 
zi X-Proteus gehért. Ferner beobachtete ich dabei, dass alle Typen nicht 
nur bei verschiedenen Krankheiten, sondern sowohl bei Menschen als auch 
bei verschiedenen Tieren nachweisbar sind. Es wurde deshalb kein Typus 
nachgewiesen, welcher entweder bei bestimmten Erkrankungen oder bei 
bestimmten Tieren spezifisch nachweisbar ist. Im allgemeinen scheint es 
doch, als seien der erste, zweite und dritte Typus sowohl bei Menschen 
als auch bei Tieren am hiiufigsten nachzuweisen. 
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Hier wurden diese 44 Stiimme genau untersucht, welche bei der letzten 
Untersuchung nicht als zu irgendeinem Typus gehorig festgestellt worden 
waren. 21 Stimme stammten von Menschen, 3 von Kaninchen, 4 von 
Meerschweinchen, 2 von Ratten, 11 von Miiusen und 3 von Seidenraupen. 
Die bei Menschen gefundenen Stiimme wurden bei folgenden Erkrankun- 
gen nachgewiesen: 8 bei Ohrenleiden, 3 bei Zystitis, 2 bei Faeces von Ty phus 
und Dysenterie, 2 im Sektionsmaterial, 1 bei Hirnabszess, 1 aus Nase, 4 
Herkunft unklar (Ta- 








r 
belle 1). Tabelle 1. 
Oben genannte44_ uN 
x Nummer der Stimme Herkunft 
Stimme untersuchte 
ich agglutinatorisch : 
88 M1 Mensch, Hirnabszess 
zuerst mit neun repra- a 8 > unklar 
° ~ 9 Zystitis 
sentienden Sera, dann . 12 ” otitis 
” ad ” 4) . 
mit verschiedenen X- ” 7 ” spd Sata 
* 5 "a Nase eines Gesunden 
Proteussera ganz syste- a »  unklar 
isc. Ww > ” 51 - Otitis media 
matisch. Dabei wurde oe ” Otitis media 
bemerkt, dass nur neun s = » Otitis media 
. “ e ’ se 77 a unklar 
ihrer Stimme in den ; 84 ” — Mostoiditis 
Sera vom _ vierten ”» = - Sritionenstesiel 
* Ki ‘ ot von Dysenterie 
Typus schwach, niim- — » Kot yon Typhus 
23, 1.90 . “Se 118 m Sektionsmaterial 
lich 1:200, agglutinier ae ” Oils malls 
ten. Alle diese Stiim- » 2 js Syatitle ni 
131 itis media 
me stammten von "43 ” Otitis media 
Miausen, es weren Ma. Z “a Kans — media 
° ) aninchen 
1, Ma. 5, Ma. 6, Ma. . 7 s 
r 16 
t @ ” ” 
11, Ma. 14, Ma. 16, R. 2 Ratte 
Ma. 16, Ma. 17 und » 7 ” : 
- an Me. é Meerschweinchen 
Ma. 25. Sie wuchsen s 6 e 
auf dem Agarniihrbo- ” 10 ” 
> a ” o ” 
den diffus sich ausbrei- Ma. 1 ‘Maus 
- 
tend wie die gewéhn- ” 6 ” 
“ é ” u ” 
lichen Proteusbazillen, ” 5 ” 
. ’ 
bewegten sich gut, z 15 ss 
zeigten Gasbildung auf ” : ” 
” ” 
Traubenzuckernahrbo- » 18 - 
den, veriinderten die .. ian : 
” at 
Lackmusmolke zuerst S.r. : Seidenraupe 
” ” 
rot, dann blau, pepto- = 7 Z 
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Kaninchen mit fiinf dieser neun Stimme und konnte ganz 


Sera wurden die ihnen entsprechenden 5 Stimme kreuzweise 


(Tabelle 2). 


J , 
Ferner wur- Tabelle 2. 


Immuneera herstellen, welche 1: 10,000 stark agglutinieren. 





nisierten die Milch und verfliissigten die Gelatine. Mit diesen neun Stiim- 
men wurden noch weitere Priifungen ausgefiihrt. Ich immunisierte nimlich 


leicht solche 
Mit diesen 
agglutiniert ; 


sie wurden nicht nur in den homologen Sera, sondern auch in den heterolo- 
gen gleich stark bis zum Titer agglutiniert. Dann wurden die anderen 
4 Stiimme in diesen Sera agglutinatorisch untersucht. Dabei ergab sich, 
dass alle Stiimme darin gleich stark bis zum Titer agglutinierten. Doch 
wurden alle anderen Stiimme, welche aus unseren neun Typen und ver- 
schiedenen Arten von X-Proteus bestehen, darin garnicht beeinflusst. In- 
folgedessen kann ich wohl annehmen, dass diese Stiimme zu einem anderen, 
einem neuen Typus gehéren. Ich méchte ihn den zehnten Typus nennen 





den die itibrigen 











































35 Stiimme genau ~\Nameder | ye. | Ma.5 | Ma.6 | Mall | Ma.16 
Immun- 
untersucht. Zu- _ sera 
erst wurden sie “4meder | K.1820| K. 1821 | K. 1822 | K. 1823 | K. 1880 
morphologisch 
Ma. 1 | 10,000] 10,000 | 20,000| 5,000; 5,000 
und kulturell un- a * 10,000 10,000 | 20,000 5,000 | 5,000 
tersuc ht. Alle ” 6 1 0,000 10,000 20,000 5,000 5,000 
tt ae » 11 | 10,000 | 10,000 [~20,000 |10,000 | _5,000 
Giese am me a » 16 | 10,000} 10,000 | 20,000 000 | 10,000] 
ren gramnegative i 14 10,000 | 10,000 | 20,000} 5,000} 5,000 
Pete: shee ee 15 10,000 | 10,000 | 20,000 5,000 5,000 
; » 17 | 10,000 | 10,000 | 20,000 | 10,000 | 5,000 
alle Stimme zeig- » 25 | 10,000 | 10,000 | 20,000 — 5,000 
ten stets auf ver- M. 52a} 100+; 50 100 100—| 100— 
: es 82s me “ = = 
schiedenen Nihr- $2 . 9 =. i I i 
” 
biden nicht tiber- 2)R 6 | 100-| 50 | 100 | 100-| 100- 
aad - 4 “im. 80 100— 100 100— 50 100— 
einstimmende Er- + K. 2 100+! 100 100—-| 100—| 100— 
echeinungen, wie M. 57 100—| 100—-| 100-| 100-| 100— 
= 1/k: “1 | y00-| 100-| 100-| 100-| 100— 
schon Aoki und \Ma.19 | 100-| 100-| 100-| 100-| 100— 
andere Autoren II (= _ i = i oo) Al 
bemerkten. Als (Ma. 4 100—| 100—| 100- 100—| 100— 
sie noch genauer III K = = a i a i 
untersucht wur- IV M. 16 100 100 100—|  100—) 100— 
° V M.109 100— 100-— 100— 100—|; 100— 
den, ergab sich VI M. 67 | 100-| 100-| 100-| 100-| 100- 
ee vill K. 8 | 100-| 100-| 100-| 100-| 100- 
18 Staémmen, wel- IX M. 53 100—| 100—| 100—|  100—| 100- 
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che auf Agarplatte wie gewéhnliche Proteusbazillen diffus sich ausbreitend 
wuchsen und stets auf den verschiedenen Niihrbéden nicht iibereinstimmende 
Eigenschaften zeigten, bemerkte ich noch 13 andere Stiimme, welche sich nicht 
auf Agar ausbreiteten, sondern wie Kolibazillen wuchsen. Sie wuchsen eben- 
falls auf den verschiedenen Niihrbéden verschieden, wie das bei den typischen 
Stimmen der Fall war. Darunter wurden ferner einige Stimme bemerkt, 
welche keine Bewegung und keine Gasbildung auf traubenzuckerhaltigen 
Nihrbéden zeigten. Weiter war auffallend, dass 4 andere Stiimme auf 
dem Agarniihrboden feine faserige Ausliiufer zeigten. Sie wuchsen auf 
allen Niihrbéden gleichartig, so dass sie alle iibereinstimmend keine positi- 
ven Eigenschaften erwiesen. 

Dann untersuchte ich alle obigen Stimme immunisatorisch. Aus den 
Stimmen, welche auf Agar mit hauchférmiger Ausbreitung wachsen, 
wurden neun, niimlich M. 120, M. 121, M. 134, M. 138, K. 6, Me. 3, R. 
2, Ma. 18,8. r. 7, ausgewihlt, um Kaninchenimmunesera herzustellen. Zu 
dem gleichen Zwecke wurden elf Stimme, welche auf Agar koliartig 
wachsen, nimlich M. 2, M. 15, M. 51, M. 76, M. 84, M. 111, M. 117, 
Ma. 6, Ma. 22, §. r. 5, S. r. 6, und ferner zwei Stimme, welche auf Agar 
faserig wachsen, niimlich M. 13, M. 71, ausgewiahlt. Auf diese Weise 
wurden 22 Immunsera hergestellt. Die meisten Sera zeigten so hohen Titer 
der Agglutination, dass homologe Bakterien darin iiber 1: 10,000 stark 
agglutinieren konnten. Als Ausnahme wurden 6 Sera beobachtet, die 1 : 
1,000 bis 1 : 5,000 stark agglutinierten. In allen diesen Sera wurden zu- 
erst unsere neun repriisentierenden Stiimme von Nichtfleckfieberproteus 
und mehrere unserer Stiimme von X-Proteus untersucht. Es ergab sich, 
dass keiner davon darin reagierte. Ebenso war das Verhalten bei den 
Stimmen, welche oben als eine neue Unterart festgestellt worden waren. 

Nun wurde die Agglutination dieser Sera mit den ihnen entsprechen- 
den Stiimmen gegenseitig ausgefiihrt. Aber dabei agglutinierten keine in 
den heterologen Sera gegenseitig bis zum Titer, so dass man die einzelnen 
als neue Art betrachten muss. Doch sei bemerkt, dass nur ein Stamm 
zusammen mit einem anderen als zu einer Art gehérig betrachtet werden 
kann. Der Stamm S. r. 7 agglutinierte niimlich in dem Serum von Me. 
3 bis zum Titer, umgekehrt wurde letzterer im Serum von §. r. 7 sehr 
stark agglutiniert. Wenn man noch genauer untersucht, so wird es klar, 
dass einige unter den Stiimmen, welche typisches Wachstum zeigen, in drei 
Sera bis zu einem gewissen Grad mitagglutinierten, so dass man sie als 
verwandt betrachten kann. 

Ferner wurden 12 Stiimme, mit welchen die Immunsera nicht her- 
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gestellt worden waren, in denselben 22 Sera agglutinatorisch untersucht. 
Diese Stiimme bestanden ebenfalls aus drei differenzierten Stiimmen. 
Teil derselben wuchs niimlich auf dem Agarnihrboden sich ausbreitend, 
ein anderer Teil sich nicht ausbreitend, wie Kolibazillen, und der letzte 


Teil faserig. 


Ein 


Dabei wurde beobachtet, dass 7 unter 8 Stiimmen, welche 


typisches Wachstum zeigten, in den 5 verschiedenen Sera, welche mit den 
typischen Stimmen dargestellt waren, einzeln bis zum Titer agglutinierten. 








































































































Tabelle 
Mit sich ausbreitenden Stimmen hergestellte Sera 

Name der | M. | M. | M. | M. | K. | Me. | R. | Ma | Sr. | M. | 
_ Immun-|] 120 | 121 | 134 | 138 | 6 3 2 | 18 | 7 2 | 

te te K. |K. IK. | K. |K 

der ™ , a 5 - a ‘ . a 
Bakterien \_ 2083 | 2034 | 2035 1879 | 1881 1883 | 2201 | 2135 | 
M. 120 [50,000] 500} 100-| 200] 100- 100-) 100 100-| 2,000 100- 
g | » 121 [100-[70 100-} 500} 100-/ 100) 100-} 100-| 100| 100 | 
& |, 134] 100-) 100]10,000 100; 200/ 100| 100- 200| 100-| 100- 
S| ,, 138 | 100] 100 |~100-{10 100-} 100-/2,000 | 100-/2,000 | 100- 
S8<K. 6] 100] 100| 500 0 [10,000]_100-} 100-/ 100-} 200 | 100- 
@p | Me. 3] 100] 100- 100-/ 100 {| 10041,000] 100+ 100-|1,000 100-) 
< |B. 2] 100} 100] 100-/ 200] 100-/~10045,000] 100-} 100-} 100- 
Z| Ma.18 | 100-| 100-) 100-) 2 100-| 100-|~ 100-410, 100-| 100- 
Sr. 7 | 100-| 100-| 100-| 200 100-/1,000 | 100 [~100-410,000|_100-| 

M. 2] 100! 100-| 100-| 100| 100-| 100-/ 100-) 100-[ 100-410, 
g » 15 {| 100-) 100-| 100-| 100] 100-| 100-| 100 100-} 100-( 100- 
g » 51 | 100} 100- 100-1 100-/ 100-/ 100-| 100-} 100-} 100-| 100- 
3 » 76} 100-| 100-| 100-| 100! 100-| 100-| 100-, 100-| 100-} 100- 
42! ,, S84] 100-) 100-| 100- 100- 100-} 100-| 100-} 100-| 100-4 100- 
224 111] 100- 500 | 100-) 100-| 100-| 100- 100-| 100-| 100-| 100- 
ZZ |» 117] 100-} 100-| 100) 100-/ 100-} 100-| 100 100-} 100-| 100. 
‘E |Me. 6 | 100] 100-) 100-/ 200} 100-} 100-/ 100-} 100-/ 2 100- 
 |Ma.22] 100-/ 100-| 100-| 100-/ 100- 100-/ 100-| 100-| 100} 100- 
#% |sr. 5] 100] 100-| 100| 100-| 100 100-| 100-| 100-| 100-| 100-| 
» 6] 100} 100-} 100-/ 100-} 100-| 100-/ 100-| 200} 100- 100-| 
Faserige {M. 13 | 109-} 100-| 100-) 100-} 100-} 100} 100| 100-) 100} 100- 
Stimme | 71 | 100-| 100-| 100-| 100-/ 100-| 100-| 100-| 100-| 100-| 100- 
” 771 100-| 100-1 100-| 100-| 100-/ 100-| 100-| 100-| 100-| 100- 
= » 110 | 100-} 100- 100-| 200 | 100-| 100-} 100-|1,000 | 100} 100- 
&_ | ,, 118 | 100} 100-/5,000 | 100} 100/ 100-| 100|2,000} 100-| 100- 
32] ,, 181 | 100 }10,000, 100-| 200 | 1,0C0} 100-) 100-/2,000 | 100- 100-| 
424K. 7] 100| 100| 500| 200{|10,000| 100-/ 100} 100-/ 100 100- 
z= |, 16] 100-| 100-} 100-| 200 100-| 1,000 100-| 2,000 | 100-| 100- 
a |R. 7] 100} 100-| 100-| 100- 100} 100-/5,000/ 100-/ 100 100- 
2 | Me.10 | 100} 100) 100-} 100} 100-/1,000| 100 | 2,000 | 100-| 100- 
- {13 | 100] 100| 100-| 200/ 100-/ 100-| 100: 100-| 500] 100- 
nicnt {M. 9 | 200} 100-| 200| 100-| 100-/ 100-/ 100-} 100-} 100-| 100- 
samme t » 41 | 100-| 100-| 100-| 100- 100- 100-| 100-| 100-/ 100- 100- 
Faserigef » 8 | 100- 100- 100-| 100-| 100-| 100- 100-/ 100+ 100 100- 
Stimme) ,, 12 | 100-| 100-| 110-| 100-| 190-| 100-} 100-/ 100-} 100-| 100- 
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Doch muss dabei bemerkt werden, dass darunter 3 Stiimme als gegenseitig 
sehr nahe verwandt oder sogar identisch festgestellt waren, weil sie in den 
Sera gleiches agglutinatorisches Verhalten zeigten. Es waren M. 110, K. 
16 und Me. 10. Einer unter den Stimmen, welche koliartig wachsen, 
wurde ferner mit dem einen der oben untersuchten Stiimme, welche auch 
koliartig wachsen, niimlich als mit M. 117 identisch festgestellt. Ebenso 
wurde der eine von den Stiimmen, welche auf Agar faseriges Wachstum 


Mit faserigen 


Mit sich nicht ausbreitenden Stiimmen hergestellte Sera Simeon 
hergestellte Sera 




















M. | M.| M.| M.| M. | M. | Me.| Ma | Sr | Sr | M. | M. 

15 | 51 | 76 | 84 | 11/117 | 6 | 2 | 5 | 6 3 | 71 
K. |K. K. |K. |K. | ae c 
2136 | 2202 | 2203 | 2031 | 2082 | 2036 | #299 | 1391 








100-| 100-| 100-1 100-- 100] 100] 100-| 100-| 100| 100-| 100-| 100- 
100-| 100-| 100-| 100 | 100-| 100-| 100-| 100-| 100-/ 100 100-| 100- 
100-| 100-| 100-1 100-| 100-| 100-1 100] 100-| 100-| 100-/ 100-| 100- 
100-| 100-| 100-1 100-| 100-| 100-1 100-| 100-| 100-/ 100-| 100-| 100- 
100-| 100-| 100-| 100-| 100-| 100-| 100-} 100- 
100-| 100-| 100-| 500} 100-| 100} 100} 100-| 100-/ 100-| 100 100- 
100- 
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zeigen, als mit dem einen der Staimme, welche auf Agar faserig wachsen, 
nimlich M. 71, identisch festgestellt. Hierzu muss noch bemerkt werden, 
dass die Stiimme, welche als gegenseitig identisch festgestellt wurden, auf 
dem Agarnihrboden ohne Ausnahme dasselbe Wachstum zeigten (‘Tabelle 

Zum Schluss ist noch zu fragen, ob diejenigen Stiimme, welche unter 
unseren Stiimmen koliartige Kolonien auf Agar bilden, als Proteusbazillen 
angesehen werden kénnen. Als Proteusbazillen nimmt man gewoéhnlich 
solche Mikroben an, welche auf dem Agarniihrboden sich ausbreitend 
wachsen. Sie zeigen ferner auf den verschiedenen Nihrbéden verschiede- 
nen Charakter, so dass man sie danach nicht nur unter sich, sondern auch 
gegen andere Arten nicht differenzieren kann. Infolgedessen ist die Ein- 
teilung von Hauser heute nicht mehr haltbar, wie Aoki schon eingehend 
betonte. Um Mikroben als Proteusbazillen anzusehen, muss man deshalb 
heute, Heim’s Angaben gemiiss, einfach darauf achten, ob der betreffende 
Stamm auf dem Agarniihrboden sich ausbreitend wiichst, so dass die 
Oberfliiche des Agarnihrbodens verschleiert aussieht. Natiirlich darf das 
mikroskopische Verhalten dabei nicht vernachlissigt werden. Es scheint 
jetzt aber auch unméglich geworden zu sein, diese Mikroorganismen auf 
Grund dieser Eigenschaft allein zu bestimmen, weil Weil und Felix bei 
der Untersuchung der X-Proteusbazillen einen Stamm festgestellt haben, 
welcher sich nicht auf Agar ausbreitet, sondern koliartig wiichst. Nach 
ihnen soll diese Form von der anderen, welche typischen Charakter zeigt, 
wihrend der Umziichtung neugebildet werden. Es ist dies die sogenannte 
O-Form der X-Proteusbazillen. Die O-Form kann man aus der typischen 
Form bei X-19 Proteus von Weil und Felix ganz leicht nachweisen. 
Angesichts dieser Tatsache kann man auch unsere Stimme, welche sich 
nicht ausbreitend wachsen, als Proteusbazillen ansehen. Diese Anname 
scheint umso richtiger zu sein, als unter der O-Form von X-Proteus solche 
vorhanden sind, welche sich nicht nur nicht bewegen, sondern auch die 
Gelatine nicht verfliissigen kénnen, wie Jétten beobachtete. Falls ei- 
nerseits solche Proteusbazillen, welche den oben beschriebenen Charakter 
zeigen, anderseits solche Kolibazillen vorhanden sein kénnen, welche auf 
Kulturen atypischen Charakter zeigen, so erweist es sich schliesslich bei 
gewissen Fiillen als unméglich, die beiden Arten zu unterscheiden. In der 
Tat miissen verschiedene Arten der Organismen gegenseitig so allmahlich 
ineinander iibergehen, dass man dabei immer solche Unterarten finden 
kann, welche den Charakter beider Arten nicht typisch repriisentieren, 
so dass man die beiden Arten nicht mehr unterscheiden kann. Dasselbe 
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Verhalten muss bei den Mikroorganismen vorliegen. Deshalb bin ich der 
Meinung, dass auch bei den Proteusbazillen solche Abarten vorhanden sein 
kénnen, welche von Kolibazillen und zwar von aty pischen Kolibazillen nicht 
unterscheidbar sind, sodass man unsere Proteusbazillen, welche koliiihnlich 
wachsen, nicht ohne weiteres als nicht Nicht-Proteusbazillen verwerfen 


kann. 


Zusammenfassung und Schlussbetrachtung. 


(1) In der vorigen Mitteilung wurde festgestellt, dass unter 172 
Stiimmen Proteusbazillen 44 vorhanden sind, welche weder in unseren neun 
repriisentierenden Sera noch in vielen X-Proteussera reagieren kénnen. 

(2) Darunter wurden neun Stiimme beobachtet, welche in den Sera 
des vierten Typus etwas agglutinierten. Die Sera von diesen Stiimmen 
konnten neun Stiimme gegenseitig bis zum Titer, aber alle anderen Proteus- 
bazillen nicht agglutinieren, so dass sie als eine neue Art angenommen 
werden miissen. 

(3) Unter den iibrigen 35 Stiimmen wurden dreierlei Kulturen dif- 
ferenziert, eine, welche auf dem Agarniihrboden hauchférmiges Wachstum 
zeigt, die zweite, welche auf Agar koliartige Kolonien bildet, und die letzte, 
welche auf Agar faserige Ausliiufer zeigt. 

(4) Mit den Stiimmen der ersten Kultur wurden neun Sera her- 
gestellt. In diesen Sera konnten sie gegensitig nicht agglutinieren. In 
diesen Sera wurden jedoch 5 Stiimme einzeln bis zum Titer, aber 4 andere 
Stimme nicht agglutiniert. Nach diesen Ergebnissen kann man anneh- 
men, dass es unter den Proteusbazillen noch mehrere Unterarten gibt. 

(5) Mit den Stiimmen der zweiten Kultur wurden elf Sera her- 
gestellt. Mit diesen Sera wurde kreuzweise Agglutination ausgefiihrt. 
Dabei ergab sich, dass die Stiimme nur in den homologen Sera, aber nicht 
in den heterologen bis zum Titer agglutinierten. Nur einer der Stiimme 
reagierte in einem der elf Sera bis zum Titer. 

(6) Mit zwei aus 4 faserigen Stiimmen wurden zwei Sera hergestellt. 
In einem von diesen Sera wurde nur ein Stamm bis zum Titer aggluti- 
niert. 

(7) Es ist uns noch fraglich, ob man diese zwei letzten Kulturen als 
Proteusbazillen ansehen kann. Es wurde schon eine Abart bei X-19 
Proteus nachgewiesen, welche koliartige Kolonien bildet. Deshalb kénnte 
man die obigen atypischen Stiimme als Proteusbazillen annehmen. Aller- 
dings ist es sehr schwer, atypische Proteusbazillen, welche auf Agar koliar- 
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tige Kolonien zeigen und dabei kein proteolytisches Ferment bilden, von 
atypischen Kolibazillen zu unterscheiden. Diese Frage muss noch weiter 
studiert werden. Zum Schluss méchte ich nochmal bemerken, dass bei 
Proteusbazillen auch zahllose Unterarten vorhanden sein kénnen. 
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Colorimetric Method for the Determination of Inorganic 
Sulphates, Inorganic Phosphates and Chlorides 
in Small Amounts of Blood. 


By 
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(From the Department of Pediatrics, Medical Faculty, Tohoku 
Imperial University, Sendai. Director, Prof. A. Sato.) 


There are two methods for the serial determination of blood con- 
stituents; one is the method devised by Folin and Wu” for the estimation 
of certain non-protein organic constituents and the other is the micromethod 
of Kramer and Tisdal!” for the determination of calcium, magnesium, 
potassium, and sodium. But, no method has ever been proposed for the 
serial estimation of inorganic sulphate, inorganic phosphate and chloride 
on one and the same sample of blood. 

In the present method the determination of these substances is carried 
out on the same deproteinised sample of blood. 

I. Deproteinisation. 

Principle of the method. 

Deproteinisation is carried out by means of alcohol, heat and Dazol.® 

Reagents required. ‘ 

1. 89%-10% Dazl.® 

2. Alcohol absolutus. 

3. Combined mixture of alcohol and acetate mixture. 

A. Acetate mixture: Sodium acetate 100 grms. and glacial acetic acid 30 c.c., made 
up to liter. 


The combined mixture is prepared by mixing one part of A with nine parts of 
alcohol absolutus. —_——~ 





1) Folin, O., and Wu, H., J. Biol. Chem., 1919, 38, 81. 

2) Kramer, B. Tisdall, F. F., J. Biol. Chem., 1921, 48, 223. 

3) Sato, A. and Takahashi, H., Tohoku Igaku Zasshi, 1922, 6, 523. 
> 
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It is needless to say that all these reagents should be free of chloride, 
phosphate and sulphate. 

Procedure. 

Pipette 5 c.c. or 10 c.c. of oxalated or citrated blood (20 mgrms. 
potassium oxalate per 10 c.c. or 30 mgrms. sodium citrate per 10 ¢.c.) in- 
to an Erlenmeyer flask of 200 c.c.-250c.c. contents. Lake the blood 
with 5 volumes of water and add 2 volumes of absolute alcohol (2) and 
mix. Dip into boiling water with constant shaking for about two or three 
minutes and then add one volume of the combined mixture (3) and shake 
until coagulation occurs, when color changes from light red to dark brown. 
Cool in running water and add one volume of 8%-10% Dazl” to it. 
Close the mouth of the flask with a rubber stopper and shake vigorously. 
After letting it stand for about three minutes, pour the whole contents on 
a large ashless filter paper and cover the funnel with a watch glass. 
Clear filtrate will be obtained immediately. 

IT. Colorimetric method for the determination of chloride in the blood. 

Since silver chloride (0.002 mgrm. per liter)® is about one fourteenth 
as soluble as silver chromate (0.029 grm. per liter),” it follows that silver 
chromate will dissolve in a solution of chlorides; the silver being pre- 
cipitated as chloride, while the corresponding amount of yellow chromate 
goes into the solution according to the following equation : 2NaCl+CrQ, 
Ag,=2AgCl+Na,CrO,. To the solution of chromate is added hydro- 
chloric acid and benzidine hydrochloride solution. The deep red color 
developed is applied to colorimetry. 

Reagents required. 

4. Standard potassium chromate solution. 

0.8350 grm. of pure potassium chromate per liter. 

5. Silver chromate.” 

If 200 ¢.c. of a 5.5% solution of potassium chromate are slowly added 
to 100 c.c. of boiling solution of silver nitrate (10%), the silver chromate 
settles out rapidly. Drops of the chromate solution are added until there 
is a slight excess of chromate, which will give the solution a yellow color. 
After cooling, silver chromate is thoroughly washed with distilled water 
and finally air-dried on a Buchner funnel. 

6. Magnesium carbonate. 

7. Benzidine hydrochloride solution. 

8 grms. benzidine (Kahlbaum) are rubbed into a fine paste with 


4) Seidell, A., Solubility. 2nd. Edition. New York 1919, 605 and 612. 
5) Isaacs, M. L., J. Biol. Chem., 1922, 53, 17. 
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about 20 c.c. of water in a one liter cylinder. 10 c.c. of concentrated hydro- 
chloric acid (spec. grav. 1.19) are added and made up to liter with dis- 
tilled water. This reagent will keep for six months at least. 

8. 5 N. hydrochloric acid. 

Procedure. 

Pipette 5.0 c.c. of blood filtrate, obtained by the author’s technique, 
into a thoroughly cleaned 15 c.c. conical centrifuge tube. Add a little 
(5-10 mgrms.) magnesium carbonate to insure absence of free acid and 
stir into the liquid with a fine glass rod. Add an excess (20-25 mgrms.) 
of silver chromate and stir thoroughly with a fine glass rod for five 
minutes. The stirring should include considerable rubbing of the tube, as 
otherwise the chromate particles may become coated with silver chloride 
and the reaction be incomplete. If all the silver chromate particles dis- 
appear, add more silver chromate, wash off the stirring rod into the tube 
with a little distilled water and centrifugate two or three minutes. Decant 
into a 50 c.c. volumetric flask. Add about 5 c.c. of distilled water to the 
tube, running the water slowly and carefully down the side of the tube so 
as to disturb the sediment but little. With care both decantations may 
be made very complete. Into another volumetric flask pipette 5 c.c. of 
standard potassium chromate solution (4). To each flask add 10 c.c. of 
water, one c.c. of hydrochloric acid (8) and 5 c.c. of benzidine hydro- 
chloride solution (7) and mix. Let both flasks stand in a 100°C-110°C 
incubator or dip into the boiling water up to the neck of the flask. Wait fif- 
teen minutes, then cool in the running water, fill to the mark with water. 
Compare the colors thus developed” in a Dubosq colorimeter, setting the 
standard at 20 mins. 

Reading of standard 


: x 303= mgrms. of chlorine in 100 c.c. of blood. 
Reading of unknown 





Discussion: 

Silver phosphate is slightly less soluble (0.00644 grm. per liter.)” and 
it would be expected that silver chromate might dissolve in a solution con- 
taining phosphate. But according to Isaacs” no difference could be ob- 
served when phosphate had been added to the blood filtrate. 

Author’s method of deproteinisation has been checked against the 
Folin-Wu method with the titration method of Whitehorn.” The 
difference between the results obtained by Whitehorn’s original method 
and by Whitehorn’s method on this. filtrate is 1.2% on the average. 





6) Sato, A. and Hoshi, T., Tohoku Igaku Zasshi, 1920, 5, 1. 
7) Whitehorn, T.C., J. Biol. Chem., 1920, 45, 449. 
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III, CObolorimetric method for the determination of inorganic phosphate 
in blood. 

Principle. 

This method depends upon the precipitation of phosphate by uranium. 
The precipitated uranium phosphate is dissolved in acid and the color 
developed by the addition of potassium ferrocyanide.® Then follows the 
colorimetric determination. 6 

Reagents required. ce yr a4 8 

9. Standard phosphate solution. 

4.394 grms. of pure (dried) acid potassium phosphate (KH,PO,) is 
dissolved in distilled water and made up to liter. 

10. Uranyl acetate solution. 

One gram of uranyl acetate is made up to 300 c.c. with distilled water. 

11. Potassium ferrocyanide solution. 

10% in distilled water. 

12. Standard uranyl phosphate solution. 

Add 20 c.c. of water, 12 c.c. of alcohol (2) 6 c.c. of acetate mixture 
(3 A.) and 120 c.c. of uranyl acetate solution (10). Let stand for about 
10 minutes, then filter. Wash the precipitate with 10% alcohol until the 
washing fails to develop color when a drop of cocheneal tincture is added. 
Remove filter paper from the funnel and return to the beaker ; add exactly 
12.5 c.c. of 5_N hydrochloric acid (8), and dissolve the precipitate com- 
pletely. ‘Transfer liquid to a 100 c.c. volumetric flask with the wash 
water. 10 c.c. of this solution equals 0.05 mgrm. P. 

Procedure. 

Pipette 25.c. of the blood filtrate into a 50 c.c. volumetric flask 
add 05-c.c. of uranyl acetate solution (10), wait about thirty minutes, 
then fill‘up to the mark with 30% alcohol. Filter after a few minutes 
through a small ashless filter paper (20 c.c. of this filtrate, corresponding 
to 1 ¢.c. of blood,’ may immediately be evaporated for the determination of 
inorganic sulphate) and wash precipitate with 10% alcohol two or three 
times. Return paper to a small beaker and add 5 c.c. of 0.1 N hydro- 
chloric acid to dissolve the precipitate. Cover with a watch glass, warm 
gently on the water bath for one minute and then cool. Rinse solution in- 
to a 25 c.c. volumetric flask or calibrated test tube. In another 25 c.c. 
volumetric flask or in a calibrated test tube, measure exactly 10.0 c.c. of 


the standard uranyl phosphate solution (7). Add 10 ¢.c. of water and 5 
: tn, 





8) Sato, A., J. Biol. Chem., 1918, 30, 473. 
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c.c. of 10% potassium ferrocyanide solution (11) to each flask. Fill each 
flask to the mark and mix. Compare the reddish brown color at once in 
a Dubosgq colorimeter, setting the standard at 20 mms. 

a oe eandlard x 0.05 mgrm. x 40=mgrm. P. in 100c.c. blood. 

Discussion. 

Owing to the heating in the procedure of deproteinisation, it would 
indeed be expected that larger figures of phosphate might be obtained than 
the actual ones. But it is not true, as is shown by the comparison of the 
results obtained by Bell-Doishy’s” original method on this filtrate. 

IV. Colorimetric method for the determination of inorganic sulphate in 
blood. 

Principle. 





The sulphate is precipitated from an aliquot part of the phosphate 
free filtrate above (see phosphate determination) described with benzidine 
hydrochloride. The precipitate is dissolved in water and a mixture of 
iodine, potassium iodide and ammonia is added. The brown color thus 
developed is applied to the colorimetric method. 

Reagents required. 

13. Standard benzidine sulphate solution. 

Dissolve 0.0705 grm. pure benzidine sulphate in distilled water and 
make up to 2.000c.c. 10 c.c. of this solution equals 0.1 mgrm. SO,. This 
solution will, if kept in a dark place, last for 6 months. 

14. Benzidine solution. 

Reagent (7) for chlorine determination can be used. 

15. Mixture of iodine, potassium iodide and ammonia. 

A. (This is called “Iodine mixture’’). 


Iodine 0.1 grm. 
Potassium iodide 0.2 grm. 
Distilled water 300 c.c. a 


B. Diluted ammonia solution. 
To 20 c.c. of ammonia (spec. gray. 0.96) add 80 c.c. of water. 

Mix before using two volumes of A with one volume of B. 

16. Saturated benzidine sulphate in 95% alcohol. Put about one 
gram of benzidine sulphate into one liter of 95% alcohol and shake well. 
Let it stand over night, then filter. 

Procedure. 

Pipette 20.0 c.c. of phosphate free filtrate in the phosphate determina- 





9) Bell, R., D. and Doisy, E. A., J. Biol. Chem., 1920, 44, 55. 
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tion into an evaporating dish (see phosphate determination), and evaporate 
up to5cc. Transfer to a centrifuge tube, add 5 c.c. of benzidine hydro- 
chloride solution (7), agitate with a glass rod for about five minutes and 
let stand for five minutes, then centrifuge. Wash precipitate two or three 
times with alcohol saturated with benzidine sulphate (16). Transfer all the 
precipitate with water into a 100 c.c. volumetric flask and dissolve in 
about 80 c.c. of water. In another 100 c.c. volumetric flask put exactly 
10.0 ¢.c. of standard benzidine sulphate solution (13), and about 70 c.c. of 
water. Add to each 10 c.c. of the “Iodine mixture” (15). <A reddish 
brown color develops immediately. Wait one minute, fill each flask with 
water and mix. Compare the colors at once in a Dubosq colorimeter, 
setting the standard at 20 mms. 














Chlorine in mgrms. per 100 c.c. blood Inorganic P in mgrms. per 100 
Whitehorn’s| Whitehorn’s Author’s Bell-Doisy’s | Bell-Doisy’s 
ated ” | method on this colorimetric iia” ‘ method on this | 
filtrate method filtrate 
l ; 
384 385 | 390 | 1,2 1,25 
2 340 | 340 | 33 | 5,40 | 5,43 
3 300 | 305 296 4,52 | 4,40 
4 270 276 267 6,43 6,50 
5 318 | 315 305 4,98 5,10 
6 265 | 270 | 276 126 | 1,30 
7 260 | 270 | 263 5,52 5,45 
8 265 265 260 | 7,70 | 7,60 
9 182 185 180 5,43 5,50 
10 240 242 237 | 7,00 6,90 
11 288 | 
12 | | 


The calculation is as follows. 

Reading of standard _ 9 1 , 100=mgrm. of SO, per 100 c.c. blood. 
Reading of unknown 

Discussion: 

Discussion of this method itself was described in a previous paper” 





of the author. 

Conclusions : 

1. A method has been described by means of which inorganic 
sulphate, inorganic phosphate and chlorine may be quantitatively deter- 
mined colorimetrically on 5 ¢.c.-10 c.c. of blood. 

2. All these determinations are carried out on aliquot parts of one 





10) Yoshimatsu, S., Tohoku Journ. Exp. Med., 1926, 7, 119. 
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and the same blood filtrate. The deproteinisation of blood is done by 
means Of alcohol, heat and Dazol. The quantitative determination of these 
blood constituents are then made on aliquot parts of one and the same de- 
proteinised sample of blood. For the sulphate, the author’s original method 
(as reported in a previous paper) is utilized; for phosphate, Sato’s urine 
method; and for chloride, the author’s modified method of Isaacs’ is 
applied. 

3. The results obtained by these colorimetric methods agree well 
with those obtained by Whitehorn’s method, Bell-Doisy’s and the 
macro (gravimetric) method of sulphate. 

4. Results obtained by Whitehorn’s titration method for chloride 
and by Bell-Doisy’s colorimetric method for inorganic phosphate on the 

















| Inorganic SO, in mgrms. per 
c.c. blood ’ 100 e.c. blood ' 
Author’s Macromethod | 4 "7 
: : : Author’s 
colorimetric SO, found as ‘hod 
method BaSO, — 
1,2 18,0 | 19,0 Beef blood 
5,20 | 21,8 | 22,3 i 
4,55 24,0 22,8 $ 
6,30 11,1 11,0 ss 
4,75 | 17,0 | 15,9 = 
1,20 | 137. 14,0 | Pig blood 
5,30 7,0 6,8 e 
7,60 6,9 6,7 | Horse blood 
5,30 | 14.0 13,2 - 
6,80 11,0 10,6 in 
2,40 10,0 | Human blood (2 osteomyelitis) 
3,00 6,0 | Human blood (° phlegmone) 


blood filtrate prepared by the author’s method agree well with those ob- 
tained by the original methods of these authors respectively. 





The expense of the above work was partly defrayed by a grant from 
the Saito Gratitude Foundation. Prof. Akira Sato. 














Beitrage zur Kenntnis der Serumprotease. 


X. Mitteilung. 
Uber die Mehrheit der Serumprotease, nebst Bemerkungen 
zur Differenzierung und Charakterisierung der 
verschiedenen Serumproteasearten. 





Von 
Dr. Shizo Kimura. 
(A H fF =) 


(Aus der medizinischen Klinik von Prof. S. Yamakawa 
der Reichsuniversitat zu Sendai.) 








I. Einleitung. 


Es ist schon vielfach beobachtet worden, dass Sera von Menschen und 
Tieren mit einer Art Protease versehen sind, die eigne Serumeiweisskérper 
oder fremde genuine Proteinstoffe angreift (Yamakawa,” Hedin, 
Stephan und Wohl,” Schierge,” Okubo,” &c.). All diese Autoren 
hatten das Ferment in neutralem Milieu nachgewiesen oder sein Wir- 
kungsoptimum in schwach alkalischer Reaktion gefunden. Andrerseits 
konnte Schierge in den Abbauprodukten dieses Fermentes einfache 
Aminosiiuren, Leuzin und Tyrosin nachweisen. Ich” habe auch in einer 
friiheren Arbeit den gleichen Befund bestiitigt und ausserdem noch dabei 
durch Bestimmung der N-Verteilung der Abbauprodukte beobachtet, dass 
als Folge der Fermentwirkung viel Amino-N aus genuinem Eiweisskérper 
geliefert wird. Nath diesen Eigenschaften, die alle charakteristische Merk- 
male des Trypsins sind, kann die genannte Protease ohne weiteres in die 
Kategorie der Tryptase eingereiht werden. 

Uber das Vorkommen der Serumereptase sind wir viel besser unter- 
richtet als iiber die Serumtryptase. Pincussohn” fand schon friiher, dass 
Sera von normalen Tieren peptolytische Kraft haben. Abderhalden” 
hilt immer wieder an seiner bekannten Auffassung fest, dass die Serum- 
ereptase streng spezifisch wirkt. Ferrai” beobachtete keine nachweisbare 
Artspezifitiit der Serumereptase. Gruber™ wies nach, dass Blutserum 
stark abgemagerter Kaninchen und kachektischer Menschen mit reich- 
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licher Ereptase behaftet ist. Pfeiffer" teilte kiirzlich mit, dass im Blut 
von Epileptikern wiihrend des Anfalls ein Ferment gefunden wird, das 
Glyzyltryptophan stark spaltet. 

Die Arbeiten iiber die Serumereptase sind durch die Zitierten keines- 
wegs erschépft. Bekanntlich kann Tryptase aber auch ereptisch wirken, 
oder nach neueren Begriffen’ besteht Tryptase aus eigentlicher Protease, 
die nur genuine Proteine angreift, und pepton- und polypeptidespaltender 
Ereptase, und man kann, wie schon oben erwiihnt, heute nicht mehr daran 
zweifeln, dass Serum mit wirksamer Tryptase versehen ist. Die niichst- 
liegende Frage ist also, ob die sog. ereptische Wirkung des Serums aus- 
schliesslich von einer Teilfunktion der Tryptase herriihrt, oder ob eine 
isolierte Ereptase, wenn iiberhaupt, dabei wirklich eine Rolle spielt. Um 
iiber diese Frage Aufschluss zu bekommen, muss man zuerst das Vor- 
kommen der Serumereptase, die von der Tryptase unabhiingig ist, feststel- 
len, was allerdings bisher noch von niemandem unternommen worden ist. 

Drittens haben wir die Frage des Serumpepsins vor uns. Seit 
Briicke’s™ Entdeckung des Pepsins im menschlichen Harne sind 
zahlreiche physiologische Untersuchungen iiber Herkunft des Harnpepsins 
ausgefihrt worden. Briicke selbst glaubte, dass das Harnferment nichts 
anderes als aus dem Darm resorbiertes Pepsin sei. Griitzner™ sprach 
sich dagegen aus, dass das Proferment von der Magenschleimhaut aus 
direkt vom Blut resorbiert und im Harn als Pepsin ausgeschieden wird. 
Die spiiteren Untersuchungen sprachen insgesamt fiir diese Griitzne r’sche 
Auffassung (Grober,” Schnappauff,” Loeper und Esmonet™ u.s. 
w.). Auch Wilenko™ gelangte auf Grund der bekannten Tatsache, dass 
im Morgenharn mehr Pepsin vorhanden ist als in anderen Urinportionen, 
zu dem Schluss, dass Pepsin nicht aus dem Magendarmschlauche, sondern 
aus den Driisen selbst auf dem Weg der Blutbahn in den Harn gelangt, 
aber nur dann ins Blut iibergeht, wenn es nicht in den Magen entleert 
wird. Von grossem Interesse ist weiter das Experiment von Frouin und 
Delezenne,” die beobachteten, dass ein gastropriver Hund kein pro- 
teolytisches Ferment im Harn hatte, wiihrend die Ausschaltung des im 
Kérper belassenen Magens durch Vereinigung des Osophagus mit dem 
Duodenum nicht zum Verschwinden des Harnfermentes fiihrte. Mat- 
thes™ erhielt auch in einem ihnlichen Experiment die gleichen Resultate 
wie die genannten Autoren. 

Man kann nun aus dem Zitierten als festgestellt betrachten, dass zur 
Entstehung des Harnpepsins das Proferment notwendigerweise aus der 
Magenschleimhaut in den Kreislauf iibergeht. Allerdings finden sich, im 
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Gegensatz zu zahlreichen Untersuchungen iiber das Harnferment, in der 
Literatur nur sehr wenig Angaben iiber direkte Nachweise des Pepsins 
oder Propepsins im Blut. 

Saxl*” versuchte, mit der Kaseinmethode nach Ellinger und 
Scholz peptisches Ferment im Blut nachzuweisen. In der aktiven Serie 
wurden absteigende Mengen Serum mit Kaseinlésung in verdiinnter Salz- 
siiure vereinigt und 5 Stunden bei 37°C stehen gelassen, wihrend die Pro- 
ben in der Kontrollreihe zu Anfang eine Stunde bei 75°C erhitzt wurden. 
Nach 5 Stunden Bebriitung wurde Kasein in simtlichen Proben durch 
Na-Azetatlisung gefiillt. Aus der Differenz der aktiven und inaktivier- 
ten Serie glaubte Saxl bei normalen und leichtkranken Menschen Blut- 
pepsin nachgewiesen zu haben. Die Beweiskraft dieser Methode wurde 
aber von Gottlieb” in Zweifel gezogen, da er den gleichen Unterschied 
der Fiillbarkeit des Kaseins an der aktiven und kontrollierenden Serie 
auch sofort ohne Bebriitung beobachtete. Die ausbleibende Fiillung in 
der aktiven Serie wollte letzterer Autor hierbei aus der das Kasein schiit- 
zenden Wirkung des nicht denaturierten Serums erkliiren. 

Loeper und Debray™ benutzten als Substrat zum Nachweis des 
Serumpepsins kein fremdes Protein, sondern serumeigne Eiweisskérper 
selbst. 2 ccm Serum wurden mit destilliertem Wasser auf 10 ccm ver- 
diinnt, mit einem Tropfen reiner HCl angesiiuert und 22 Stunden lang 
bebriitet. Sie ermittelten die peptische Verdauung aus dem Mengeunter- 
schied des durch Essigsiiure-NaCl fiillbaren Eiweissstoffes, den sie gravi- 
metrisch bestimmten, vor und nach der Verdauungsperiode. Durch Er- 
hitzung bei 70°C wurde nach ihnen die Fermentwirkung_betriichtlich 
abgeschwiicht oder ganz aufgehoben. Gegen diese Untersuchung hat wieder 
Gottlieb eingewandt, dass die Siiurewirkung den genuinen Serum- 
proteinen gegeniiber eine ganz andere gewesen sein kénne, als den bei 70°C 
denaturierten gegeniiber. Ich selbst glaube aber auf Grund meiner Unter- 
suchungen, worauf ich spiiter zuriickkommen werde, dass man auch mit 
dieser Methode einen guten Erfolg erzielen kann, wenn man dabei den 
Fehler aus der Siiurehydrolyse sorgfiltig im Auge behiilt. 

Gottlieb verwandte die Edestinmethode nach Fuld-Ege zur 
Bestimmung von Serumpepsin. Zur Kontrolle diente Serum, das in 80° 
warmem Wasserbad 30 Min. lang inaktiviert worden war. Bei der Unter- 
suchung wurde das Serum sehr stark verdiinnt und die Verdauungszeit 
bis auf 5 Tage ausgedehnt. Durch diese Methode konnte er beobachten, 
dass die Propepsinkonzentration im Blute normaler Menschen etwa 1/5000 
der Konzentration im Ventrikel entspricht. 
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Aus den oben angefiihrten, an Zahl zwar recht spiirlichen Angaben 
lisst sich jedoch die Annahme nicht von der Hand weisen, dass Pepsin 
oder Propepsin wahrscheinlich in der Blutbahn vorkommt. Es ist aber 
noch sehr nétig, durch weitere Bestiitigungen die sicherere Begriindung 
dafiir zu erbringen. 

Alles in allem sind bisher in der Literatur als physiologisch nach- 
weisbare Serumproteasen bekannt geworden: Ereptase, Tryptase und 
Pepsin. Sie sind aber, wie erwiihnt, nur im einzelnen nachgewiesen und 
noch nicht systematisch untersucht. Die sichere Stellung dieser Serum- 
proteasearten und ihre gegenseitigen Beziehungen untereinander harren 
noch immer weiterer Feststellung. Eine systematische Darstellung ein- 
zelner Proteasearten aus einem Naturprodukt kann man sehr einfach 
durch Verwendung einer Serie des Wirkungsmilieus verschiedener H- 
Ionenkonzentrationen geben. Jede Protease hat bekanntlich ihr eignes 
pH-Optimum, wobei sie ihre Wirkung ad maximum entfaltet. Auf diese 
Weise untersuchte Hedin® verschiedene Proteasen in der Milz, Niere 
und Lymphdriise. Er konnte dabei in Milz und Lymphdriise Erepsin 
(pH=8), Tryptase (p~H=9-10) und noch ein anderes Enzym nachweisen, 
das auf Kasein am besten in schwach saurer Reaktion (pH=5,5) ein- 
wirkt. Ferner isolierte er in der Niere Erepsin (pH =7,8) und ein zweites 
Enzym, das Eiweisskérper am besten bei pH =4,3-5,6 abbaut. 

Diese Versuchsanordnung von Hedin, die ich unten der Kiirze 
halber mit pH-Serienmethode bezeichnen werde, wurde schon friiher von 
Dernby™ bei seiner Differenzierung der verschiedenen Hefenproteasen 
gebraucht. Er fand dabei Pepsin (pH =4-4,5), Tryptase (pH=7,0) und 
Ereptase (pH=7,8). 

Unter Benutzung dieser pH-Serienmethode habe ich mich in der 
vorliegenden Arbeit damit beschiiftigt, verschiedene Arten der im Serum 
vorkommenden Protease voneinander zu trennen und sie systematisch in 
eine Kategorie zu bringen. Im Folgenden fiihre ich aus dem erhaltenen 
Resultate Niheres an. 


II. Materialien und Methodik. 


In den Hauptversuchen wurde ausschliesslich Menschenserum ange- 
wandt, das in hiesiger Klinik von verschiedenen Kranken gliefert wurde, 
vor allem von uriimiebedrohten und herzinsuffizierten, bei denen eine aus- 
giebige Blutentzichung zu therapeutischen Zwecken dringend geraten war. 
Die Beziehungen zwischen Krankheitszustiinden und Fermentwirkung 
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wurden hier nicht beriicksichtigt, da der Proteasegehalt normaler und 
pathologischer Sera, worauf schon Stephan und Woh! und auch 
Okubo hingewiesen hatten, regellosen Schwankungen unterliegen soll. 
Auch die Beziehung des Fermentgehaltes der Sera zur Zeit der Blut- 
entnahme, besonders hinsichtlich der Mahlzeiten wurde bei vorliegender 
Arbeit ganz ignoriert. Versuche dariiber sind jetzt im Gang. Weil eine 
grosse Menge Serum zu jedem einzelnen Versuche nétig war, wurden die 
Sera aus verschiedenen Individuen manchmal gemischt gebraucht, wobei 
man aber natiirlich bei ein und demselben Versuche immer vom selben 
Material ausging. Die zu den Vorversuchen gebrauchten Tiersera wur- 
den aus Laboratoriums- und Schlachttieren méglichst frisch gewonnen. 

Zum Versuche wurde gewodhnlich ein Substrat, wie Pepton- und 
Kaseinlésung verwendet; vereinzelt aber statt dessen eignes Serumeiweiss 
selbst, kein fremder Eiweisskérper. Die Kaseinlésung wurde so herge- 
stellt, dass 80 ¢ Nutrose (Héchst) in 1/7 dest. Wasser durch Kochen 
gelést und der ctwa ungeléste Riickstand dabei durch Dekantation entfernt 
wurde. Zur Bereitung der Peptonlésung wurden nach Hedin” 20g 
Wittepepton auf dem Wasserbad in 500 cem Wasser aufgelést, mit HCl 
neutralisiert, 3 Tage lang gegen fliessendes Leitungswasser dialysiert, auf 
650 ccm aufgefiillt und filtriert. Diese Substratlésungen wurden je nach 
Bedarf jedesmal frisch hergestellt. Der Eiweissgehalt der Versuchsmi- 
schungen war deshalb in den einzelnen Versuchen ein Bisschen verschieden. 
Er wurde deswegen bei jedem Versuche nach Kjeldahl] bestimmt und in 
den Tabellen verzeichnet. 

Als Puffermischungen wiihlte ich die Sérensen’schen* HCl-Zitrat- 
mischungen und die Mecllvaine’schen® Standardlésungen, die nach den 
Vorschriften dieser Autoren mit den von Kahlbaum bezogenen Pri- 
paraten* hergestellt und deren pH-Werte mittels eines Potentiometers 
(Leed & Northrup) elektrometrisch gepriift wurden. Der endgiiltige 
pH-Wert jeder einzelnen Versuchsmischung wurde auch elektrometrisch 
gemessen und in den Tabellen angegeben. 

Zur Verhiitung bakterieller Verunreinigung wihrend des Versuches 
habe ich in der Regel als Antiseptikum Toluol in einer Menge von 5 cem 
per Probe verwendet. Das Verhalten von Toluol gegen die Wirkung der 
Serumtryptase wurde schon von Okubo” ausfiihrlich untersucht. 

Die stattgefundene Verdauung, die durch Einwirkung von Proteasen 
verursacht wurde, ward auf folgende Weise ermittelt. Nach Beendigung 


*) Wenn es iiberhaupt geht, ,,zu Enzymstudien nach Sérensen.“ 
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der Bebriitung von bestimmter Zeitdauer wurden die Verdauungsmi- 
schunget: durch Gerbsiiurelésung enteiweisst und die in den Filtrat iiber- 
gegangene N-Menge nach Kjeldahl] bestimmt. Aus der erhaltenen N- 
Menge wurde die sonst ermittelte, in der Versuchsmischung priiformierte 
Kontroll-N-Zahl abgezogen. In der Regel wurde der Einfachheit halber 
diese Differenz allein in den Tabellen an Stelle der Verdauungsprodukte 
angegeben. Die gebrauchte Gerbsiiurelésung enthielt nach Hedin” auf 
1000cem 100g Gerbsiiure, 50g Na-Azetat, 50g NaCl und 50ccm Eisessig. 
Jede Verdauungsmischung wurde gewohnlich mit 50cem Gerbsiurelésung 
vereinigt und vor dem Filtrieren mindestens eine Nacht lang bei Zimmer- 
wirme belassen, wobei die Ausfiillung nach Hedin immer vollstindiger 
werden soll. 

Ehe ich auf meine eigentlichen Versuche eingehe, habe ich einige 
Vorversuche iiber die Brauchbarkeit der von mir verwendeten Methodik 
angestellt, von denen unten ein kurzer Auszug gegeben werden soll. In 
diesen Vorversuchen wurden stets Tiersera gebraucht, um das teuere 
Menschenserum méglichst zu sparen. 


Ill. Einfluss der Reaktion der Versuchsmischung auf die 
Gerbsiurefallung der Eiweisskorper. 


In vorliegender Arbeit wurde bei der Analyse der Verdauungs- 
mischung, wie schon oben erwiihnt, ausschliesslich Gerbsiiurelésung zur 
Enteiweissung gebraucht. Da einerseits die Serien der Proben in dieser 
Arbeit mit Hilfe der Pufferlésung auf verschiedene H-Ionenkonzentra- 
tionen eingestellt wurden und andererseits die Wirkung verschiedener 
Fiillungsmittel in der Regel von dem pH-Wert des Milieus stark abhiin- 
gig ist, untersuchte ich vorher, ob die Verdauungsmischung in ihren ver- 
schiedenen H-Ionenkonzentrationen unmittelbar der Gerbsiiurefiillung 
unterzogen werden kann. Denn, wenn das nicht der Fall ist, muss sie 
natiirlich vor der Enteiweissung zu richtiger Reaktion gebracht werden. 

Um eine iihnliche Verdauungsmischung mit Serum, Ferment, Substrat und Abbau- 
produkten, die in meinen Versuchen gewohnlich in Betracht kommt, herzustellen, wurden 
200 ccm Rinderserum und 5 ccm Pankreassaft aus einem Fistelhunde mit 800 ccm 8 %iger 
Nutroselésung zusammengebracht, wodurch eine Fliissigkeit von pH(26°)=6,72 entstand. 
Je eine Portion aus dieser Mischung wurde 1 oder 2 Tage bei 37°C bebriitet, die andere im 
Eisschrank aufbewahrt. Je 25 ccm der bebriiteten und nicht bebriiteten Mischung wurden 
dann mit 50 ccm je einer der Puffermischungen yon verschiedenen pH-Werten versetzt und 
durch 50 cem Gerbsiiurelisung gefillt. Mit einem Teil des gewonnenen Filtrates wurde 
die N-Menge und mit einem anderen der pH-Wert bestimmt. Die gefundene N-Menge 
wurde ohne Abzug der Kontrollzahl in der Tabelle wiedergegeben. 
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Tabelle I. 


Beziehung zwischen verschiedenen pH-Werten der Versuchsmischungen und 
den bei Gerbsiureenteiweissung ins Filtrat tibergehenden N-Mengen. 
Gesamt-N =243,07 mg. 


























Puffermischung = = 2 Filtrate der Gerbsiiurefiillung 
¢ = 2 of: z = Fe 2 S| nicht 1 Tag | 2 Tage 
Z | & SEES ls | |52'g| _bebriitet bebriitet bebriitet 
rs) El e ° 
= 10 mN ZA |VTeos - = . 
5 wz | 2s Rs e |/% fs | PH | N | pH| N | pH | N 
7 1. 
(ecm) Az se (17°C) (26°C) (26°C)| (mg) | (26°C)| (mg) | (26°C) (mg) 
| | } | | 
1 | 50 0,76 | 1,11| 3,64] 3,92| 3,64| 5,95 | 3,64) 7,29 
2 10:0 1,06 | 1,51 | 3,82 | 3,22] 3,88] 603| 3,86 | 7,11 
3 9:1 1,18 | 1,90| 3,82] 3,33] 3,91 | 5,95| 3,88 | 7,29 
4 5,5: 4,5 3,36 | 4,23] 401| 3,33| 401 | 5,95 | 3,99 | 7,29 
5 4:6 415] 463| 4,01] 3,22] 4,04/ 6,03| 4,01| 7,11 
6 18:2/10,12| 8,56 | 4,28 | 322] 4,36 | 5,95 | 4,36 | 7,11 
7 17:3 | 10,37 | 943 | 431| 333] 4,36 | 5,95 | 436] 7,11 





























Aus diesem Versuche ergibt sich, dass die verschiedenen pH-Werte 
der Versuchsmischung, soweit der Versuch erreicht, fiir das Resultat der 
Gerbsiiurefillung fast gleichgiiltig sind, denn die Menge des ins Filtrat 
iibergehenden N der Proben in den verdauten wie auch in den nicht ver- 
dauten Reihen wurde dadurch nicht verschieden. Die verwendete Gerb- 
siurelésung enthielt, wovon schon oben die Rede war, viel Eisessig, und 
durch Vermischung dieser miissig sauer reagierenden Fliissigkeit wurden 
die anfinglich weit auseinandergehenden pH-Werte der Versuchsmi- 
schungen endgiiltig einander niher geriickt. Um dieses Verhiiltnis klarzu- 
stellen, wurden in diesem Versuche die pH-Werte der verwendeten Puf- 
fermischungen fiir sich, die der Versuchsmischungen vor dem Gerb- 
siurezusatz und die der durch Gerbsiiurefallung gewonnenen Filtrate ein- 
zeln bestimmt und in beistehender Tabelle genau wiedergegeben. 


IV. Saurehydrolyse. 


Da in vorliegender Arbeit bei Untersuchungen des Serumpepsins die 
Verdauungsmischungen durch Zusatz von Salzsiiure mehr oder minder 
stark angesiiuert nnd in diesem Zustande sogar lange Zeit bei Bruttempera- 
tur belassen werden, muss man hierbei natiirlich den Einfluss der hydroly- 
tischen Spaltung der Proteinkérper durch Siure voll beriicksichtigen, 
was sonst fermentative Verdauung vortiiuschen kénnte. Ich stellte also 
hierzu einen Vorversuch an iiber das Mass der Siiurehydrolyse unter den 
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besonderen Bedingungen meiner Untersuchungen. 

Zuerst wurde die Siiurehydrolyse der Kaseinlisung gepriift. Drei Reihen von Kolben 
mit 20 ccm 8%iger Nutroselésung wurden mit je 50 ccm einer der Puffermischungen von 
verschiedenen H-Ionenkonzentrationen beschickt und 7, 10 oder 14 Tage lang im Brutofen 
bei 37°C bebriitet. Die Analyse ergab Folgendes. 


Tabelle II. 


Siurehydrolyse der Kaseinlésung in verschiedenen 
pH-Milieu bei Bruttemperatur. 
Gesamt-N = 172,04 mg. 



































2 Puffermischung » 2 8 N (mg) 

3 = 35 “é 

Sz | Nl) N/2 | Nb | Nno na: | & : & eee 

id HCl | HCl) HC! | s0/10 zitrat| > = | 

2 , ’ ° 0 7 1 | 14 

> (cem) | (ccm) | (cem) (16°C) | 
1 | 50 0,22 | 2,57 | 26,20 | 34,42 | 47,77 
2 50 0,56 | 2,57 | 13,87 | 20,03 | 28,25 
3 50 0,98 | 257 | 5,14 | 812 | 15,41 
4 10:0 140 | 231 Y 5,14 | 5,14 
5 9:1 168 | 257 | 257 | 2,57 | 282 
6 8:2 241 | 257 | 257 | 257 | 2,57 
7 6,67: 3,33 | 3,58 | 247 | 2,57 | 257 | 2,57 
8 | 4:6 470 | 257 | 2,57 | 267 | 2,57 








Wie man aus der Tabelle ersieht, trat unter den gegebenen Bedin- 
gungen die Hydrolyse der salzsauren Nutroselésungen erst bei einem 
pH=1,40 auf und bei einer noch stiirkeren H-Ionenkonzentration iiber 
diese Schwelle hinaus ging sie natiirlich noch lebhafter vor sich. Dagegen 
war bei einem Wasserstoffexponenten oberhalb 1,68 die Hydrolyse selbst 
bei langdauernder Bebriitung kaum nachweisbar. Also man kann bei der 
Untersuchung der Serumproteasen unter den gegebenen Bedingungen den 
Fehler aus der Siurehydrolyse der Kaseinlésung unbedingt ausschliessen, 
wenn man die Bebriitung der Versuchsmischung in einem Wasserstoff- 
exponenten oberhalb 1,68 ausfiihrt; dagegen bei einer noch stiirkeren H- 
Ionenkonzentration muss man immer die Siurehydrolyse der Kasein- 
lésung gleichzeitig im Auge behalten. 


In dem zweiten Versuche wurde gepriift, wie weit die Siiurehydrolyse der erhitzten 
Serumeiweisskérper vonstatten geht. Dazu wurde Schweineserum im Wasserbade bei 70°C 
30 Minuten lang erhitzt, um die Serumfermente abzutéten. Das Serum wurde dabei yorher 
durch destilliertes Wasser ums Doppelte verdiinnt, um es mdéglichst vor Koagulation in- 
folge Erhitzung zu bewahren. 

Jede Probe erhielt 20 ccm verdiinntes Serum und 50ccm Puffermischung von ver- 
schiedenen pH-Werten. Bebriitung geschah 3, 5, 7, 10 oder 14 Tage lang im Brutofen bei 
37°C. 
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Tabelle ITI. 


Siiurehydrolyse des erhitzten Serums in verschiedenen 
pH-Milieu bei Bruttemperatur. 
Gesamt-N = 114,88 mg. 





























2 | Puffermischung » bo N (mg) 

a. 4 Tse m 

ae | Nib = : jee] B ¥ Bebriitungstage 

SA | Hc) | N/10 HCl: BSE 

g | M/10 Zitrat 4 a s | 7 im | me 

> (ecm) (19°C) 

| | | | 

1 50 0,70 4,48 4,76 | 5,04 5,04 5,60 
2 10:0 092 | 42 426 | 415 | 426 | 4,26 
3 9:1 118 | 42 420 | 420 | 42 42 
4 8:2 130 | 420 | 420 | 420 | 420 | 4,20 
5 6,67: 333| 265 | 420 | 420 | 415 | 42 4.26 
6 4:6 3,99 4,20 4,20 | 4,2 4,20 4,2 


Aus der Tabelle ergibt sich, dass bei Bruttemperatur die Siiure- 
hydrolyse des erhitzten Serums erst in einem pH=0,70 und zwar nur 
spurweise erscheint, dagegen in den pH-Serien von diesem Wasserstoff- 
exponenten ab aufwiirts nach Alkali zu trotz langer Bebriitung durchaus 
nicht nachweisbar ist. Also das erhitzte Serum erweist sich als viel wider- 
standsfiihiger gegen Salzsiiure als Kasein. 

Nun fragt es sich, wie weit die Siurehydrolyse der frischen Serum- 
eiweisskérper vor sich geht, wenn sie mit HCl in einer dem Wirkungs- 
optimum der Pepsinverdauung entsprechenden Konzentration bebriitet 
werden. In einigen Untersuchungen dieser Arbeit, wovon spiiter noch 
die Rede sein wird, habe ich die Versuchsmischung in verschieden stark 
saurem Milieu bebriitet, um das Wirkungsoptimum des Serumpepsins auf- 
zufinden. In diesen Fiillen riihrt der mit der iblichen Methode ermittelte 
N-Werte nicht allein von den fermentativen Abbauprodukten her, sondern 
die siiurehydrolytischen Spaltprodukte kénnen, wenn es iiberhaupt geht, 
damit zusammengemessen werden. Wenn man also dabei den N-Anteil 
der wirklichen Spaltprodukte erhalten will, muss man den Siurehydro- 
lyse-N von der gefundenen Gesamt-N-Zahl abziehen. Um diesen Siure- 
hydrolyse-N des frischen Serums zu erhalten, habe ich aber in solchen 
Fiillen nicht das aktive Serum verwendet, sondern immer, wie es auch 
Loeper und Debray™ taten, fermenthaltiges Serum durch Hitze vor- 
behandelt. Denn im Falle des Serums, in welchem schon verschiedene 
Proteasen priiformiert vorkommen, kann man keineswegs mit aktivem 
Serum die Siiurehydrolyse-N-Zahl allein in der Bruttemperatur erzielen, 
da dabei die Fermentwirkung immer gleichzeitig auftritt, was, solange 
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die Fermente nicht vom Serumeiweisskérper getrennt werden kénnen, 
durchaus nicht zu vermeiden ist. Gegen dieses Verfahren lisst sich mit 
Recht einwenden, worauf schon Gottlieb” ausdriicklich hingewiesen hat, 
dass die Siurehydrolyse bei genuinem und denaturiertem Eiweisskérper 
verschieden sein kann. Man muss sich also vorerst vergewissern, wie gross 
denn der Unterschied bei der Siiurehydrolyse zwischen frischem und 
denaturiertem Serum sein kann. Da aber die Siiurehydrolyse des frischen 
Serums in der Bruttemperatur, wie oben erwaihnt, nicht durch direkte 
Untersuchung ermittelt werden kann, so habe ich eine Vergleichsunter- 
suchung der Siéurehydrolyse des frischen und erhitzten Serums nicht in 
der Brut-, sondern in einer héheren Temperatur angestellt, bei welcher die 
Serumproteasen nicht mehr fahig sind, ihre Wirkung auszuiiben. 

Eine Hiilfte mit destilliertem Wasser ums Doppelte verdiinnten Rinderserums wurde 
im Wasserbade bei 70°C 30 Minuten lang erhitzt; die andere erhielt dagegen keine Vor- 
behandlung. Je 20 ccm beider Sera wurden mit 1/2,5, 1/5, oder 1/10 N-HCl 1 oder 2 Tage 
lang im Brutofen bei 55°C belassen. Die im Serum priiformierte N-Menge war bei beiden 
Serumarten gleich gross (=3,39 mg). Sie wurde von der nach der Erwiirmung gefundenen 
Rest-N-Menge abgezogen. 


Tabelle IV. 
Vergleich der Siiurehydrolyse des genuinen und 
denaturierten Serums bei 55°C. 
Gesamt-N = 104,23 mg. 























N (mg) 
2 Siiure (ccm) Ip H der Versuchs- - 
y mischung Bebriitungstage 
a ™ (27°C) 
2A | 1 L 
& 7/9 7 7 | | | 
2 — an | iy Genuines Erhitztes|Genuines|Erhitztes Genuines Erhitztes 
aa | “| Serum | Serum | Serum | Serum | Serum | Serum 
| | | | | | | 
1 | 50 | | — | 493 | 5,34 | 23,40 | 23,40 
2 | 50 | 0,93 | 0,95 | 216 | 216 | 401 | 4,16 
3 | | 50 | 1,22 137 | 1,85 | 1,85 | 3,77 | 3,47 


Also die Siiurehydrolyse geht mit zunehmendem Siuregrad immer 
lebhafter vor sich. Sie erweist sich aber bei frischem und erhitztem Serum 
als gleich gross. Die Untersuchung wurde aus dem oben erwiihnten 
Grunde nicht in der Bruttemperatur ausgefiihrt, wobei aber die Siure- 
hydrolyse natiirlich viel weniger ausgepriigt sein kann. Die Siiurekonzent- 
ration wurde in dieser Untersuchung absichtlich etwas stark gewihlt, um 
lebhafte Hydrolyse hervorzurufen. Da aber in meiner eigentlichen Unter- 
suchung der Séiuregrad gewohnlich viel niedriger ist und die Siurehydro- 
lyse des Serums dabei, wie aus dem Versuche IIT zu ersehen ist, nur sehr 
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schwach erfolgt, so muss dementsprechend der Unterschied der durch 
Siiurehydrolyse bedingten Spaltprodukte bei frischem und denaturiertem 
Serum, wenn er iiberhaupt besteht, verschwindend klein sein, sodass er bei 
der Betrachtung der Untersuchungsresultate ohne Bedenken vernachliissigt 
werden kann. 


V. pH-Optimum des Pepsins. 


Die altbekannte Tatsache, dass Aziditiit auf die Wirksamkeit des 
Pepsins grossen Einfluss ausiibt, ist neuerdings von Sérensen™ durch die 
physikalisch-chemische Methode von neuem eingehend untersucht worden. 
Er zeigte, dass geringe Umsiitze am schnellsten bei pH=2 erzielt werden, 
dass aber mit zunehmender Versuchsdauer das pH-Optimum eine Ver- 
schiebung nach der sauren Seite hin erleidet. Uber das pH-Optimum der 
Pepsinverdauung sind aber die Angaben der Autoren etwas verschieden. 
Sérensen™ beobachtete z.B. beim Eieralbumin pH=1,5-1,6, Michae- 
lis und Davidsohn™ beim Kasein pH=1,82 und in einem anderen 
Versuch Michaelis und Mendelssohn beim Edestin pH = 1,4. Dieser 
kleine Unterschied des Wirkungsoptimums von Pepsin beruht wahr- 
scheinlich auf der Verschiedenheit des Substrates und anderer physiko- 
chemischer Bedingungen in jedem Versuche. Deshalb suchte ich zuerst 
das pH-Optimum von Pepsin unter meinen Untersuchungsbedingungen. 


800 cem 8%iger Nutroselésung wurden mit 100cem 1%iger Lésung von Pepsin (in 
spongy granules, Parke- Davis) gemischt.. Je 20 ccm dieser Mischung wurden mit 50 
cem Puffermischung von verschiedenen pH-Werten 1, 2 oder 3 Tage lang bebriitet. Nach 
der Bebriitung wurde die Verdauungsmischung durch 40 ccm Gerbsiiurelésung gefiillt und 
wie tiblich analysiert. 


Tabelle V. 


pH-Optimum der Pepsinverdauung. 
; Gesamt-N = 167,28 mg. 
Kontroll-N = 4,11 mg. 


























Puffermischung pH der N (mg) 
Versuchs- Versuchs- ss 
serie Nr. | N/5 HCl: | N/10 HCI: | mischung Bebriitungstage 
H,O | M/10Zitrat | (18°C) ; | _ | ; 
| aad ‘ 
news et 1,29 16,56 | 22,60 24,14 
2 | | 10:0 1,40 16,44 21,32 23,12 
3 | 9:1 1,69 16,44 18,90 20,44 
4 | 8:2 2,40 14,38 15,92 16,56 
5 | 6,67 : 3,33 3,53 12,84 15,15 16,44 
6 | 55: 4,5 42 11,81 284 | 12,84 
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900 ccm 8/%iger Nutroselésung+100cem 1%iger Pepsinlésung. Je 20 ccm dieser 
Mischung wurden mit 50 ccm einer der verschiedenen Puffermischungen 2, 4, 8, 12 oder 20 
Stunden lang bebriitet. 


Tabelle VI. 
pH-Optimum des Pepsins bei kurzdauernder Verdauung. 
Gesamt-N = 185,65 mg. 
Kontroll-N = 4,62 mg. 





























ba: Puffermischung e af N (mg) 

27, SSE 

2.2 N/5 HCl:| N/10 HCl: I £2 Bebriitungsstunden 

a IC: | SS | 

> ¥ H,O M/10 Zitrat (21 °C) | 2 4 8 12 | 20 
1 | 8:2 1,20 | 7,71 | 13,77 | 17,47 | 24,40 | 33,29 
2 6:4 1,40 6,22 14,38 14,90 22,14 29,79 
3 10: 0 156 | 822 | 13,36 | 14,38 | 20,55 | 28,87 
4 9:1 197 | 632 | 1233 | 12:89 | 19,52 | 26,20 
5 8:2 238 | 4,73 | 10,02 | 10,79 | 16,44 | 21,99 


Wie man aus den Tabellen ersieht, liegt die Optimalreaktion von 
Pepsin bei kurzfristiger Verdauung, wie z.B. einer von 2 Stunden, bei 
pH=1,56 und verschiebt sich mit zunehmender Bebriitungszeit immer 
mehr nach den stiirkeren H-Ionenkonzentrationen. Also beim Versuch 
V, bei welchem die Bebriitung lingere Zeit, etwa 1 bis 3 Tage lang, fort- 
gefiihrt wurde, fand man die grésste Menge an Spaltungsprodukten immer 
bei der Probe von pH =1,29 die die maximale H-Ionenkonzentration der 
Versuchsreihe darstellte. Die Optimalreaktion in diesen Fiillen liegt 
wahrscheinlich in einer noch stirkeren H-Ionenkonzentration. Dieser 
Befund bestiitigt die Beobachtung von Sérensen vollkommen. 


VI. pH-Optimum der Organautolyse. 


Die Autolyse der Organe wurde zuerst von Salkowski®™ und seinen 
Schiilern bei Leber, Muskeln und Nebennieren beobachtet. Biondi™ 
fand, dass Salzsiiure die Autolyse von Leber giinstig beeinflusst; Hedin 
und Rowland™ beobachteten, dass organische Saéuren die Autolyse fast 
aller Organe férdern. Diese Befunde wurden spiter von mehreren Auto- 
ren bestiitigt (Dakin®, Lane-Claypon und Schry ver”). 

Im Folgenden wurde das pH-Optimum der Organautolyse mit Leber- 
extrakt untersucht. Zu diesem Zwecke wurde natiirlich kein fremdes 
Substrat verwendet. Zur Herstellnng des Leberextraktes wurde das Or- 
gan einem frisch getéteten Hunde entnommen, in kleine Stiicke zerschnit- 
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ten und mehrmals mit destilliertem Wasser ausgewaschen, um es mig- 
lichst von Blutbestandteilen zu befreien. Die Substanz wurde dann in 
einen Mérser gebracht, mit Seesand griindlich zerrieben, mit bestimmter 
Menge destillierten Wassers versetzt und durch Gasetuch wiederholt 
koliert, wodurch schliesslich eine homogene Flissigkeit entstand. 

Je 20ccm des so gewonnenen Leberextraktes (1:5) wurden mit 50 ccm einer der 
Puffermischungen von verschiedenen H-Ionenkonzentrationen gemischt. Die pH-Werte 
der Mischungen wurden durch Potentiometer elektrometrisch bestimmt. Die Proben wur- 
den 1, 2, 3, 4 oder 5 Tage lang bei 37°C gehalten, darauf mit 40 ccm Gerbsiurelésung 
versetzt und filtriert, um den nicht fillbaren N zu bestimmen. 


Tabelle VII. 


pH-Optimum des autolytischen Organfermentes. 
Gesamt-N =48,47 mg. 
Kontroll-N =7,81 mg. 





























Fi | Puffermischung yf e N (mg) 

As M/5 pan ae Bebriitungstage 

2% |N/10 HCl:| NaHPO,: | 22° 

£  |M/10Zitrat| _M/10 4 | - . ‘ . 

> Zitronensiure| (19°C) = 

| | ae | 

1 | 6,67: 3,33 | 229 | 298 | 8,63 | 868 | 8,90 | 13,00 
2 | 5,5:4,5 | 2,94 | 16,44 | 21,16 | 22,46 | 23,01 | 22, 
3 4:6 4,02 | 16,85 | 22,50 | 23,01 | 25,58 | 24,04 
4 0:10 | 4,82 | 15,31 | 17,88 | 20,45 | 19,42 | 19,42 
5 13,22:6,75 | 609 | 5,09 | 5,03 | 6,06 | 5,80 | 6,06 
6 17,39:2,61 | 695 | 252 | 2,57 | 349 | 401 | 5,03 
7 | 19,45:0,55 | 7,14 | 1,95 | 349 | 401 | 5,03 | 5,55 
3 | 50 cem H,O 650 | — | 401 | 7,09 | 8,53 | 8,63 








In diesem Versuch sah man, dass die Proben in der Nahe von 
pH=4,0 die meisten Abbauprodukte lieferten, was der Wirkung des auto- 
lytischen Fermentes zugeschrieben werden muss. Also das Ergebnis des 
Versuches bestiitigt wieder die alte Tatsache, dass die Organautolyse nur 
in schwach saurer Reaktion vor sich geht. Das Optimum der Organauto- 
lyse liegt zwischen pH=4 und 5. Schon beim Neutralpunkt wird die 
Autolyse vollstiindig gehemmt. Auch eine Vermehrung der Wasser- 
stoffionen wirkt hemmend darauf; bei pH=2 wird sie schon kaum mehr 
nachweisbar. Als diusserste Grenzen der Autolyse kénnen pH=6,5 und 
pH=8 betrachtet werden. 
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VII. Nachweis der verschiedenen Organproteasen 
durch die pH-Serienmethode. 


Wie schon eingangs erértert, wurde zum Nachweis der verschiedenen 
Organproteasen von Hedin™ die Untersuchung der Wirkungsoptima 
durch die pH-Serienmethode vorgeschlagen. Die Brauchbarkeit dieser 
Methode wurde in diesem Versuch mit Leberextrakt nachgepriift. 

Im vorigen Versuche habe ich den optimalen pH des autolytischen 
Fermentes der Leber gepriift. Dabei beobachtete ich schon, dass die 
Menge der Abbauprodukte in einem pH=4,0, entsprechend dem Wir- 
kungsoptimum der Autolyse, am gréssten war und von da ab nach 
Alkaliseite hin allmiihlich sank, jedoch bei der letzten Probe von pH =7,1 
sich wieder etwas zu vermehren begann. In jenem Versuche, der eigentlich 
auf autolytisches Ferment allein eingestellt war, war aber die pH-Serie zu 
beschriinkt, um die Wirkung des Pepsins und Trypsins zu beobachten. 
Somit wurde sie in diesem Versuch nach beiden Seiten hin etwas erweitert. 

In vorliegender Untersuchung wurde Leberextrakt in einer Ver- 
diinnung von 1:10 bereitet, also ums Doppelte verdiinnt im Vergleich 
zum vorigen Versuche, und als Substrat eine Nutroselésung hinzugefiigt. 

750 ccm 8%iger Nutroselésung wurden mit 450 ccm Fermentlésung vereinigt. Je 20 
ccm der Mischung wurden weiter mit 50 ccm einer der verschiedenen Pufferlésungen ver- 
setzt und die pH-Werte im einzelnen elektrometrisch bestimmt. Nach bestimmten Be- 
briitungstagen wurden die Prober wie iiblich analysiert. 


Tabelle VIII. 


Proteasen in Leberextrakt. 
Gesamt-N =127,21 mg. 
Kontroll-N = 3,60 mg. 



































Puffermischung , # e N (mg) 

i 8 M/5 ms ae Bebriitungstage 

4 | N/l0HCI: | NaHPO: | 'A23 

M/10 Zitrat M/10 ee oe s | 4 

> Zitronensiure | (16°C) | a ws 
1 9:1 1,56 0 0 o | oO 
2 e:8 2,29 0 0 0 0,10 
3 6,67 : 3,33 295 | 5,65 | 7,20 | 8,73 | 9,25 
4 5,5 : 4,5 3,72 5,65 8,73 | 10,27 | 12,07 
5 4:6 4,33 4,93 8,27 11,81 | 13,10 
6 0:10 5,01 7,70 9,86 | 11,76 | 13,36 
7 13,22: 6,75 | 664 | 2,05 | 3,34 | 5,65 | 6,68 
8 17,39 : 2,61 | 721 | 1,54 | 241 | 360 | 4,11 
9 19,45 : 0,55 7,62 2,57 2,88 4,11 | 4,62 
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Kurve I (=Tabelle VIII). 











Die maximale Ausbeute aus dieser Untersuchung liegt wieder im 
Bereich des Wirkungsoptimums der Autolyse. Um pH=2,0-1,5 herum, 
was dem Wirkunggoptimum des Pepsins entspricht, konnte ich in diesem 
Versuche keine Fermentwirkung beobachten, dagegen bei pH =7,62, also 
direkt alkaliwiirts vom Neutralpunkt aus, wieder eine geringe Vermeh- 
rung der Abbauprodukte. Ob letztere Erscheinung auf der Wirkung der 
Organtryptase beruht, wurde im Folgenden noch weiter untersucht. 

400 cem 8%iger Nutroselésung wurden mit 300 cem Leberextrakt (1:10) vermischt. 
Von dieser Mischung wurden je 20ccm abpipettiert und mit 50 ccm einer der verschiedenen 


Puffermischungen versetzt, die siimtlich alkaliwiirts yom Neutralpunkt aus liegen. Die 
Proben wurden bei 37°C 1, 2, 3 oder 4 Tage lang bebriitet und darauf analysiert. 
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Tabelle IX. 


Tryptase in Leberextrakt. 
Gesamt-N = 137,30 mg. 
Kontroll-N = 3,60 mg. 
































bei pH=7,8 sein Wirkungsoptimum hat. 
Enzym der Leber tritt aber an Wirksamkeit gegen das autolytische En- 
zym weit inden Hintergrund. Dieses Verhiiltnis liegt gerade umgekehrt bei 
den Serumproteasen, worauf ich spiiter ausfiihrlich zuriickkommen werde. 


be Puffermischung 5 e N (mg) 

gS mnt; rh 

E 2 M/10 |. M/5 . N/10 aba Bebriitungstage 

> # | Zitronensiure ‘ Na,HPO,* NaOH = 9° | 

asec) |} 2 3 | 4 

1 2,61 17,39 7,29 | 2,05 | 257 | 3,08 | 3,70 
2 0,55 19,45 781 | 231 | 3,70 | 4it | 4i1 
3 19,0 1,0 | 814 | 1,54 | 2,05 | 2,05 | 3,70 
4 18,0 20 | s31 | 103 | 205 | 205 | 205 


Nach den Ergebnissen dieser wiederholten Untersuchungen kann man 
es nicht mehr bestreiten, dass im Leberextrakt ein Enzym vorkommt, das 


Dieses sog. tryptisch wirkende 


VIII. Nachweis der einzelnen Proteasen aus einem kiinstlichen 
Gemisch durch die pH-Serienmethode. 


Im obigen Versuche habe ich zur Differenzierung der verschiedenen 
Proteasen in der Leber eine Serie des Reaktionsmilieus mit verschiedener 


Tabelle 


X. 


pH-Optima von Pepsin, autolytischem Organferment und 
Pankreassaft in einem kiinstlichen Gemisch I. 

Gesamt-N =256,35 mg. 

Kontroll-N = 3,60 mg. 















































2 Puffermischung ye 2 N (mg) = 

3 “ M/5 mr ES Bebriitungsstunden 

SA N/10 HCl: Na,HPO, : "Re "3 

z M/10 Zitrat M/10 P | - 4 - 

> Zitronensiure | (18°C) ay = 
1 10: 0 | 1,26 5,39 8,22 10,79 | 20,70 
2 9:1 159 | 642 | 8,01 | 10,27 | 17,98 
3 8:2 220 | 616 | 7,96 | 10,43 | 15,41 
4 6,67 : 3,33 3,37 | 5,91 | 10,27 | 16,95 | 21,88 
5 5,5 : 4,5 4,05 4,88 9,76 15,41 26,45 
6 4:6 4,55 3,34 | 10,02 19,52 | 27,84 
7 0:10 5,22 2,57 7,45 14,90 | 24,14 
8 13,22 : 6,78 6,29 1,54 5,14 9,76 | 20,03 
9 17,39 : 2,61 7,12 1,64 5,65 10,79 | 22,60 
10 19,45 : 0,55 7,76 0,51 2,82 11,30 | 21,32 
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Kurve IT (=Tabelle X). 


23 36 st. 


12 st. 








0 ll 3 4 5 6 7 8 Pu 


Wasserstoffionenkonzentration benutzt, wo bei jedes Enzym an und fiir 
sich sein Wirkungsoptimum finden kann. Dabei trat allerdings lediglich 
das autolytische Ferment in den Vordergrund; die iibrigen Proteasen 
waren sehr wenig ausgeprigt. Um mich noch weiter davon zu iiberzeugen, 
dass diese pH-Serienmethode in einem Fermentgemisch einzelne Kom- 
ponenten zu trennen vermag, habe ich im Folgenden Untersuchungen an- 
gestellt, in welchen verschiedene Proteasen kiinstlich gemischt und mit Sub- 
strat im Milieu verschiedener H-Ionenkonzentrationen bebriitet wurden. 
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5ccm Pankreassaft aus einem Fistelhunde, 50cem 12%iger Lésung von Pepsin (in 
spongy granules, Parke- Davis), und 145ccm Leberextrakt (1: 10) wurden vereinigt und 
mit 800 cem 8%iger Nutroselésung versetzt. Je 20 ccm der Mischung wurden abpipettiert, 
mit 50ccm einer der verschiedenen Puffermischungen versetzt und 6, 12, 24 oder 36 
Stunden lang bebriitet. 

Da im ersten Versuche, wie aus beistehender Tabelle ersichtlich, die Wirkung des Pep- 
sins und Trypsins im Vergleich zum autolytischen Ferment noch nicht geniigend aus- 
gepriigt war, wurde im zweiten Versuch die Menge der beiden Enzyme ums Doppelte ver- 
mehrt. 100ccm 1%iger Pepsinlésung, 10 ccm Pankreassaft aus einem Fistelhunde und 
140 cem Leberextrakt (1:10) wurden mit 750 cem 8%iger Nutroselésung vermischt. Die 
weitere Untersuchung erfolgte wie im vorigen Versuche. 


Tabelle XI. 


pH-Optima von Pepsin, autolytischem Organiferment und 
Pankreassaft in einem kiinstlichen Gemisch IT. 
Gesamt-N = 148,23 mg. 
Kontroll-N = 4,88 mg. 





























a Puffermischun, eh oO N (m 

2 g r 4 F (mg) 

3 r M/5 fee Es Bebriitungsstunden 

24 N/10 HCl: NaHPO,: | 'AS"s 

> Zitronensiure | (18°C) ai 
1 10:0 1,47 6,93 11,56 12,59 19,26 
2 9:1 1,73 | 688 | 11,46 | 11,10 | 16,95 
3 8:2 2,08 | 6,32 9,71 | 9,97 | 15,77 
4 6,67 : 3,33 ; 3,36 | 4,93 | 11,56 | 14,64 | 19,78 
5 5,5 : 4,5 3,84 | 5,14 | 10,53 | 14,18 | 21,06 
6 4:6 448 | 4,88 9,50 | 13,10 | 21,06 
7 0:10 5,33 | 4,88 8,99 | 12,84 | 19,26 
8 13,22 : 6,78 | 622 | 3,88 7,45 | 12,07 | 21,99 
9 17,39 : 2,61 | 7,00 | 3,31 7,65 | 14,90 | 26,46 
10 19,45 : 0,55 | 7,62 | 2,51 5,50 | 15,41 | 26,87 











Stellt man die Ergebnisse der zwei oben erwihnten Versuche in Kur- 
ven (Kurve IT, IIT) dar, so beobachtet man in den fortgeschrittenen Be- 
briitungsstunden drei Kuppen, von denen die erste (pH =1,26 resp. 1,47) 
der Optimalreaktion des Pepsins, die zweite (pH =4,55 resp. 3,84) der des 
autolytischen Fermentes und die dritte (pH=7,12 resp. 7,00) der des 
Trypsins entspricht. Also durch die pH-Serienmethode kann man nicht 
nur aus einem Gemische verschiedener Proteasen einzelne Komponenten 
sehr schén herauspriiparieren, sondern auch gleichzeitig ihre Wirksamkeit 
in vergleichbarer Form demonstrieren. Mit diesem befriedigenden Resul- 
tat wurden meine Vorversuche abgeschlossen. 





Kurve III (=Tabelle XT). 
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IX. Einfluss der Wasserstoffionenkonzentration auf die Wirkung 
der Serumproteasen des Menschen. 


Nun komme ich zu meinem eigentlichen Thema, der Frage der Plu- 
raritat der Serumprotease. Wie eingangs erértert wurde, kann man aus 
den Angaben der Autoren, die sich meist mit einer einzelnen Serum- 
protease beschiiftigt haben, iiber die systematische Stellung und gegen- 
seitige Beziehung der verchiedenen Serumproteasen nichts Sicheres er- 
fahren. Da ich mich nun aus den Ergebnissen der oben angefihrten 
Vorversuche davon iiberzeugt habe, dass die Organprotease oder ein 
kiinstliches Fermentgemisch durch die pH-Serienmethode leicht in einzelne 
Komponenten zerlegt werden kann, konnte ich weiter untersuchen, ob man 
auch die Arten proteolytisch wirkender Serumfermente mit Hilfe der 
gleichen Methode genauer identifizieren kann. Zum Nachweis der Serum- 
protease habe ich nach dem Vorschlag Okubo’s™® gewdhnlich Kasein- 
lésung als Substrat benutzt, da die Proteolyse in Gegenwart eines leicht 
verdaulichen Substrates viel lebhafter vor sich geht. Den Einfluss der 
Siurehydrolyse, die beim Nachweis des Serumpepsins in stirkeren H- 
Ionenkonzentrationen Fehler verursachen kann, habe ich immer nach der 
schon  erwihnten 























Vorsichtsmassregel Tabelle XII. 
sorgfiltig beachtet. _ pH-Optima der verschiedenen Proteasen des 
Die V fe d Menschenserums. 

a0 V CEORCRERROSE- Gesamt-N = 236,07 mg. 
nung gestaltete sich, Kontroll-N = 4,67 mg. 
wie folgt. 2 Puffermischung 2 N (mg) 

. + os — 

Ortlge Buteeiiemng 3 : M/5 re Z = Bebriitungstage 
und frisches Menschen- 3 N/10 HCl: | Na,HPO,: aS 2 nacampenast Guakmanmie 
serum wurden im Men- & M/10 Zitrat M/10 i y | 

~ CA +. oOnen ‘ 10 
genverhitnis yon 20:5 > \Zitronensiure! (20°C) b_ - | : 
gemischt. Je 25ccm von | | 
‘ on 

dieser Serum-Nutrose- 1 : é 1 = en ae 
mischung wurden mit 3 | 633 : 3,33 | 388 | 1,74 | 1,46 
50 ccm einer der Puffer- 4 5,5: 4,5 | 4,39 5,25 | 5,84 
mischungen yon  ver- ~ ; <. so2 | 107 | oss 
schiedenen pH-Werten = 7 | 13,22:6,78 | 636 | 3,50 | 6,42 
versezt und reihenweise 8 | 17,39 : 2,61 7,23 4,67 | 7,00 
7 oder 10 Tage lang im 9 19,45 : 0,55 7,92 6,42 | 9,81 
Brutofen bei 37°C be- 10 | 50 cem H,O 7,20 | 12,26 | 13,42 





briitet. 
Um die Siurehydrolyse zu kontrollieren, wurde eine andere Portion 
derselben Serum-Nutrosemischung vorher auf dem Wasserbade bei 70°C 
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30 Minuten lang erhitzt. Je 25ccm dieser erhitzten Mischung wurden 
ebenso wie im Hauptversuche mit 50ccm verschiedener Puffermischungen 
versetzt und verschieden lange bei 37°C belassen. Von der nach der Be- 
briitung gefundenen, nicht fiallbaren N-Menge im Hauptversuche wurde 
die der entsprechenden Kontrollprobe abgezogen und sie unten tabellarisch 
zusammengestellt. Die pH-Werte der Versuchsmischungen wurden vor 
der Bebriitung auf elektrometrischem Wege bestimmt. 


Kurve IV (=Tabelle XIT). 


N 
(mg) 


» # 














0 1 2 3 4 5 6 7 8 Pu 


Aus dem Ergebnis dieser Untersuchung kann man klar erkennen, dass 
bei Proteolyse durch Serumfermente drei Optimalzonen (Kurve IV) hin- 
sichtlich der H-Ionenkonzentration zum Vorschein kommen, nimlich eine 
stiirker saure (pH =2,0-3,0), eine schwiicher saure (pH =4,4) und eine in 
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der Nihe der Neutralpunktes liegende (pH=7,9). Die genannten drei 
Optimalzonen entsprechen, wovon schon oben die Rede war, gerade dem 
pH-Optimum des Pepsins, der Autolyse und der Tryptase. Es ergibt sich 
daraus, dass im Menschens erum drei verschiedene proteolytische Enzyme 
vorkommen, die ihrem pH-Optimum nach mit Pepsin, autolytischem 
Enzym und Tryptase identifiziert werden kénnen. 

In obigem Versuch stiessen die beiden Enden der Versuchsreihe, die 
siurewarts pH =2,0 und alkaliwiirts pH=7,9 errcichte, manchmal an die 
Gipfel der Wirksamkeitskurve. In diesen Fiillen kann man kaum ent- 
scheiden, ob diese Grenzpunkte dem wirklichen Wirkungsoptimum von 
Serumpepsin resp.-tryptase entsprechen, da es niemals ausgeschlossen ist, 
dass ein noch héherer Gipfel irgendwo in der Verliingerung der Kurve 
auftreten kann. Um dieses Verhiltnis klar zu stellen, wurden im Fol- 
genden einige Versuche angestellt, in denen die Versuchsreihe nach beiden 
Seiten hin noch etwas erweitert wurde. 

Zuerst wurde die pH-Serie nach der sauren Seite hin noch weiter aus- 
gedehnt, um den Optimalpunkt des Serumpepsins sicherzustellen. Um 
Tiauschungen aus den Produkten der Saiurehydrolyse zu verhiiten, habe 
ich, wie schon erwiihnt, zu jeder Probe eine Kontrollprobe gemacht. 

8%ige Nutroselésung und frisches resp. erhitztes Serum (1:2) wurden im Verhiiltnis 
von 20:10 gemischt. Je 30 ccm dieser Mischung wurden mit 50ccm einer der verschieden 
sauren Puffermischungen versetzt und bei 37°C belassen. Die Differenz zwischen den in 


den Haupt- und entsprechenden Kontrollproben gefundenen Rest-N-Zahlen wurde als das 
durch Serumpepsin verursachte Spaltprodukt betrachtet. 


Tabelle XIII. 


Peptische Wirkung des Menschenserums. 
Gesamt-N =253,58 mg. 























, Puffermischung » 4 © N (mg) 

eA | 

E-£ (Ns Hel:| N/io nc: | 3s2 cre 

> & H,O M/10 Zitrat 5 | | | 

2 (17°0) 3 5 7 | 10 14 

1 6:4 139 | 1,82 | 22 | 243 | 273 | 3,64 
2 10:0 156 | 243 | 243 | 346 | 3,46 | 3,64 
3 9:1 200 | 074 | 121 | 121 | 303 | 3,03 
4 8:2 | 299 | 061 | 121 | 1,2 121 | 1,52 
5 6,67 : 3,33 3,91 | 0 121 | ws2 | 212 | 243 
6 55:45 | 442 | 1,21 | 121 | 2, 3,03 | 3,03 





Die grésste Ausbeute beobachtet man, unabhiingig von der Bebrii- 
tungsdauer, immer in der Serie von pH=1,56. Bei stiirkerer sowie 
schwiicherer Aziditit biisst das Ferment seine Wirksamkeit ein. Dieses 
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Kurve V (=Tabelle XITI). 


N 
(mg) 














i ! a ! J 
0 I 2 3 4 5 Px 





pH-Optimum des Serumpepsins deckt sich genau mit dem im vorigen Ver- 
such beobachteten. 

Im obigen Versuche habe ich zum Nachweis des Serumpepsins 
Kaseinlésung als Substrat verwendet und den Fehler aus der Siurehydro- 
lyse durch Abzug der Kontrollzahl zu vermeiden versucht. In dem Falle, 
dass langdauernde Bebriitung in stark saurem Millieu fortgefiihrt wird, 
mag es allerdings ratsamer sein, ein leicht der Siurehydrolyse anheim- 
fallendes Substrat wie Kaseinlésung aus der Versuchsmischung auszuschei- 
den, wodurch irgendeine unerwartete Fehlerquelle méglichst ausgeschaltet 
wird. In dieser Absicht wurde in den 2 folgenden Versuchen, wie das 
Loeper und Debray gleichfalls taten, der Verdauungsmischung kein 
fremdes Eiweiss hinzugesetzt, sondern die Wirkung des Fermentes auf 
seine eignen Proteinkérper in saurem Milieu gepriift. 


Je 10ccm genuinen Menschenserums wurden mit 50 ccm einer der sauren Puffer- 
mischungen versetzt und 3, 5, 7, 10 oder 14 Tage lang bei 37°C bebriitet. Da aus dem 
Versuch III bekannt ist, dass die Siiturehydrolyse des Serums bei Bruttemperatur erst in 
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; H=0 70 4 7 
einem P , zu Tabelle XIV. 
Tage tritt, eine so 
starke Aziditit aber Peptische Wirkung des Menschenserums auf eigne 


Eiweisskérper I. 
Gesamt-N =112,08 mg. 
Kontroll-N = 8,17 mg. 


in diesen Versuchen 
iiberhaupt nicht in 
Betracht kommt, so 












































wurde hierbei eine a Puffer- ‘5 Be N (mg) 
Kontrollzahl allein Sz, mischung OS z4 - 
i Fy =} Bebriitungst 
von jeder nach der ce N/10 HCl: aS 4 rutungstage 
Bebritung gelunde- => =| M/l0Zitrat | geq)| 3 | 7 | 10 | 14 
nen Rest-N-Menge 
der iimtlichen Pro- 1 10:0 1,17 | 1,63 | 4,41 | 4,48 | 6,47 
ben abgezogen und 2 9:1 1,49 1,63 | 4,44 | 5,37 | 8,08 
: " 3 8:2 1,98 1,63 3,97 4,90 6,54 
om ohn vbe 4 | 667:333 | 393 | 1,17 | 205 | 257 | 327 
larish zusammenge- 5 4:6 4,48 | 023 | 1,54 | 033 | 3,13 
stellt. 6 0:10 5,19 0,23 | 0,33 | 051 
Tabelle XY. 
Peptische Wirkung des Menschenserums auf eigne Eiweisskérper IT. 
Gesamt-N =117,82 mg. 
Kontroll-N =12,59 mg. 
Puffermischung | pH der N (mg) ae 
Versuchs- Versuchs- Bebriit t 
serie Nr. ‘ mischung —— 
N/10 HCl: (20°C) 
M/10Zitrat | © 3s | 6 | 7 1 | 1 
| | 
10:0 1,23 | 0,77 2,05 | 2,57 2,46 6,21 
2 9:1 1,47 0,77 | 180 | 334 | 375 | 899 
3 8:2 1,92 1,28 3,08 3,49 3,75 9,61 
4 6,67 : 3,33 3,15 0,26 | 1,03 | 133 | 221 | 3,95 
5 4:6 4.43 0 0 0,77 | 1,28 | 231 








Die Menge der Spaltprodukte nimmt in allen Versuchsreihen immer 
mit den Bebriitungstagen zu. Daraus ergibt sich, dass Pepsin im Men- 
schenserum sicher vorkommt, das auch auf die eignen Serumeiweisskérper 
spaltend wirken kann. In jeder Versuchsreihe der verschiedenen Bebrii- 
tungstage beobachtet man eine fast konstante Optimalreaktion, bei welcher 
die meisten Spaltprodukte geliefert wurden. Diese liegt im Versuch I bei 
pH=1,49 und im Versuch IT bei pH=1,92-1,47. 


X. pH-Optimum der Serumereptase und Differenzierung der 
Serumtryptase und -ereptase. 


Wie schon eingangs erwihnt, sind in der Literatur recht zahlreiche 
Untersuchungen iiber die Serumereptase bekannt. Die Autoren, die sich 
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Rede stehenden 


mit dieser Frage beschiiftigt haben, scheinen die Benennung ,,Serumerep- 
tase“ einfach deshalb aufgenommen zu haben, weil Serum Peptone abbauen 
kann. Bei dieser Auffassung haben sie allerdings leider das Vorkommen 
der Serumtryptase nicht beriicksichtigt. Zur Annahme einer isolierten 
Ereptase muss vorerst dariiber Sicherheit gewonnen werden, ob keine 
Tryptase in dem Untersuchungsmateria] vorkommt, denn letztere ist: be- 
kanntlich auch immer mit ereptischer Wirkung verbunden, wodurch die 
Unterscheidung der beiden Fermente sehr erschwert wird. Man akzep- 
tiert z.B. im Darmsekret, worin eigentlich Tryptase fehlt, das Vorkommen 
des Erepsins ohne weiteres, wiihrend andererseits der Nachweis einer 
isolierten Pankreasereptase, wenn iiberhaupt, kaum méglich sein diirfte, 
weil hier stark wirksame Tryptase vorkommt. 
Peptone abzubauen, allein reicht bei der Entscheidung iiber die Serum- 
ereptase niemals aus, sondern andere Merkmale, durch welche sich die in 


Also die Eigenschaft, 




































































Fermente von- Tabelle XVI. 
einander unter- pH-Optimum der Serumtryptase. 
scheiden, sind Gesamt-N = 306,82 mg. 
dazu noch durch- Rae = 555 meg. 
aus notig. In be Puffermischung - SY N (mg) 
» (“43E=qGS— Sa 
dieser Absicht ‘$4 ~ ea , 
; : E2| Mo . M/b_ _ N/10 |°5,5.% | Bebritungstage 
habe ich gepriift,  ¥ | Zitronensiure’ Na,HPO,’ NaOH ial ° 5 
. °, o 
ob die Serum- —) (19°C) | 
ereptase durch 1 2,61 : 17,39 7 28 | 0,23 | 4,64 
‘ , ee 2 0,55 19,45 7,80 | 0,93 | 4,17 
die pH-Serien 3 19,0 1,0 | 8,26 | 1,16 | 4,87 
methode von der 4 18,0 2,0 849 | 1,39 | 3,48 
Tryptase diffe- 5 17,0 30 | 908 | 0,93 | 2,09 
renziert werden 
3 ‘ Tabelle XVII. 
kénne. Dies Vv 
leone mam ohet » gale ee a 
ate esamt-N = mg. 
natiirlich nur Kontroll-N =21,48 mg. 
dann __ erzielen, : . 
on te pH- ae Puffermischung be e N (mg) 
oA lao eH —— Ta —___—_ 
Optima der bei- E.2 M/10 _ M/5 . N/10 Bez Bebriitungstage 
den Fermente > #% | Zitronensiure* Na,HPO,’ NaOH asc; * | 5 
weit voneinan- | 
1 2,61 : 17,39 7,00 7,52 | 16,38 
coker eee, | Re | | el 
achtet werden. - y 
; 4 18,0 20 | 855 | 4,30 | 14,50 
Wenn sie dage- 5 17,0 3,0 | 927 | 2,15 | 9,93 
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gen gerade nahe beieinander liegen; so beweist der Versuch nichts. 

Der Versuch wurde, wie iiblich, mit 5cem Menschenserum und 50ccm Puffermischung 
ausgefiihrt. In der Reihe der Tryptase wurden die Proben noch mit 20 ccm 8%iger 
Nutroselésung versetzt, in der der Ereptase mit ebenso grosser Menge 3%iger Peptonlésung. 
Die Bebriitung und Analyse erfolgte, wie iiblich. 

Das Wirkungsoptimum der Serumtryptase liegt nach dem Ergebnis 
des Versuchs XVI in einer breiten Zone, die von pH =7,0 bis pH=8,26 
und wahrscheinlich dariiber hinaus reicht. Wie weit sich diese Optimal- 
zone noch nach der alkalischen Seite hin ausdehnt, konnte ich, wie bei den 
vorigen Versuchen, auch bei diesem Versuch nicht ermitteln, da die 
maximale Verdauung mit der letzten Probe der Versuchsserie noch nicht 
beendet war. Andererseits beobachtet man im Versuche mit Pepton als 
Substrat, dass die maximale Verdauung in der Nihe von pH=7,7 statt- 
findet. Aus diesem Befund der Peptonspaltung folgt aber keineswegs, dass 
eine isolierte Ereptase im Serum vorkommt, denn die Optimalzone der 
Peptonspaltung ist gerade im breiten Wirkungsoptimum der Serumtryp- 
tase eingeschlossen, und die Peptone kénnen auch von Tryptase sehr leicht 
abgebaut werden. Also der Versuch, die beiden in Rede stehenden Fer- 
mente durch die pH-Serienmethode zu differenzieren, ist erfolglos geblieben. 
Wabrscheinlich ist die ereptische Wirkung des Serums eine Teilfunktion 
der Serumtryptase, und die Autoren, die die Serumereptase untersuchten, 
haben es mit diesen peptolytischen Komponenten der Serumtryptase zu tun 
gehabt. 


XI. Identifizierung des Serumpepsins und -trypsins bezuglich 
der Starke des Eiweissabbaus. 


In obigen Versuchen habe ich durch Bestimmung der pH-Optima 
verschiedene Abarten der im Blutserum vorkommenden Protease von- 
einander zu trennen versucht. Gewiss muss die optimale Wirkungsreaktion 
die wichtigste Eigenschaft sein, durch welche sich die einzelnen Fermente 
gut charakterisieren. Zur Identifizierung des Pepsins und der Tryptase 
darf allerdings noch eine andere altbekannte Eigenschaft nicht unbeachtet 
bleiben, niimlich dass Pepsin genuine Proteine nur bis zur Stufe der Pep- 
tone abbaut, wihrend Tryptase sie noch weiter in Aminosiiuren zerlegen 
kann. 

Zu diesem Zwecke wurden die zwei folgenden Versuche angestellt. 
In einem derselben wurde die Mischung des fermenthaltigen Serums und 
leicht verdaulichen Substrates im Milieu von einem fiir peptische resp. 
tryptische Wirkung optimalen pH bebriitet und die Intensitiit des Ver- 

















586 8. Kimura 
dauungsvorgangs in den beiden Proben auf folgende Weise miteinander 
verglichen. Die Verdauungsmischung wurde einerseits durch Gerbsiiure 
enteiweisst, wodurch die feineren sowie auch die gréberen Abbauprodukte, 
wie Peptone, grésstenteils ins Filtrat iibergingen. Andrerseits wurde zum 
Nachweis sicher tryptischer Spaltprodukte Phosphorwolframsiiure zur 
Enteiweissung verwendet, wobei bloss Monoaminosiiuren in der Lésung 
blieben, die natiirlich bei peptischer Verdauung fehlen. 


2 Versuchskolben erhielten 5ccm Menschenserum und 20 ccm 4%iger Kaseinlésung 
und wurden mit 50 ccm Regulatorgemisch von einem pH= 1,50 resp. =7,21 bei 37°C 5 Tage 
lang bebriitet. Nach Beendigung der Bebriitung wurden die beiden Proben wieder mit 50 
ccm des gekreuzt einander entsprechenden Regulatorgemisches beschickt, so dass sie sich 
beide gegenseitig im gleichen pH befinden (pH =6,03). Aus jeder Verdauungsmischung 
wurden 50 cem in zwei Messkolben von 100 ccm abpipettiert, von denen der eine noch mit 
20 ccm Gerbsiiurelésung und der andere mit 15cem N-HCl und 30cem 10%éiger Phosphor- 
wolframsiure versetzt und mit destilliertem Wasser bis zur Marke aufgefiillt wurde. Nach 
kriiftigem Durchschiitteln wurden die Proben eine Nacht bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen, darauf filtriert und analysiert. Als Kontrolle wurde inaktiviertes Serum mit 
Kaseinlisung in den zwei verschiedenen Reaktionsmedien bebriitet und die erhaltene Rest- 
N-Zahl von der der entsprechenden Hauptproben abgezogen. 


Tabelle XVIII. 


Vergleich des Eiweissabbaugrades bei Serumpepsin und -tryptase. 
Gesamt-N = 166,02 mg. 





























2 Puffermischung . 2 N (mg) 

i . 3 3.2 bei Gerbsiiure- bei Phosphorwolf- 

er M/5 mez fiillung ramsiurefillung 
Z°* | N/10HCI: | Na,HPO,: | “> 4 

Ad | M/10 Zitrat M/10 Kon-| 7; Kon-| 7, 

a Zitronensiiure | (23°C) Probe trolle Diff. | Probe trolle | Dif. 
1 So: 1,50 | 9,11] 7,28 1,83 | 5,60 | 5,60 | 0 
2 | 17,39 : 2,61 | 721 |10'51| 6,65 | 3,86 | 7,00| 560 | 1,40 

















In einem sauven Medium bebriitet, liefert die Verdauungsmischung 
Spaltprodukte, die bei Gerbsiiurefiillung ins Filtrat iibergehen, allerdings 
durch Phosphorwolframsiure vollstiindig mit dem Riickstand zuriickge- 
halten werden. Dagegen beobachtet man bei der Probe in einem fiir 
Tryptase optimalen pH eine Menge Monoamino-N in den Verdauungs- 
produkten. 

Im zweiten Versuche wurde Peptonlésung als Substrat verwendet 
und mit fermenthaltigem Serum in saurem resp. alkalischem Medium be- 
briitet. Bekanntlich kann Pepsin, das sein Optimum in saurer Reaktion 
findet, Peptone nie weiter abbauen, was bei in schwach alkalischem Me- 
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dium wirksamer Tryptase leicht geschieht. 


Zum Versuche wurde dasselbe Serum benutzt, das im vorigen Versuche auf Kasein 
peptisch wirkte. Mit inaktiviertem Serum wurden Kontrollversuche, wie iiblich angestellt. 


Tabelle XIX. 


Peptonspaltende Wirkung des Serumpepsins und der Serumtryptase. 
Gesamt-N =155,51 mg. 
































2 Puffermischung » 4 N (mg) 
: os SE Bebriitungstage 

LE | Ms |RES Sn SEIAID Sa 
z N/10 HCI: | Na,HPO,: | “> & 5 7 

K M/10 Zitrat|  _M/10 ny pene Koo 

Zitronensiiure | (20°C) | Probe tralle | Diff. | Probe trolle | Diff. 
| | | 

1 10:0 1,45 | 23,66] 23,63} 0,03 2617 23,63| 0,54 
2 9:1 1,75 | 23,09| 23,09] 0 | 23,63/ 23,63) 0 
3 8:2 2,40 | 21,48| 21,48} 0 | 21,45| 21,48] 0,02 
4 | 17,39: 2,61 | 6,96 | 36,62] 21,48| 15,14] 37,59| 21,48] 16,11 
5 | 19,45 : 0,55 | 7,73 | 34,37| 21,48| 12,89] 37,59| 21,48 | 16,11 





Also in saurem Medium fand keine Peptonspaltung durch Serum- 
protease statt, die dagegen in neutralem oder schwach alkalischem Medium 
lebhaft vor sich ging. 

Aus den Ergebnissen der zwei letzten Versuche wurde festgestellt, 
dass Serumprotease, die in saurem Medium ihr Optimum findet, genuine 
Proteine nur bis zu Peptonen abbaut, aber keine Peptonspaltung verur- 
sacht, wihrend die andere, die in alkalischer Reaktion wirksam ist, genuine 
Proteine bis zu Aminosiiuren zerlegen kann. Diese Eigenschaft stimmt 
mit der des typischen Pepsins resp. Trypsins vollkommen iiberein. 


XII. Beziehung zwischen Azetonaktivierung und verschiedenen 
Serum proteasen. 


Yamakawa” hat zuerst gefunden, dass Azeton in bestimmtem 
Mengenverhiltnis mit Serum vermischt, Serumprotease im aktiven Zustand 
hervorbringen kann. Er hat spiiter, zusammen mit Okubo,” verschiedene 
andere Substanzen untersucht, die ebenfalls aktivierend wirken. Da er 
aber seine Untersuchungen stets im Milieu von Serum und Kochsalzlésung 
ausfiihrte, muss er jedenfalls mit tryptisch wirkender Serumprotease allein 
gearbeitet haben. Wie weit nun die Azetonierung auf die verschiedenen 
Serumproteasen wirkt, soll im Folgenden durch die pH-Serienmethode 
untersucht werden. 
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Der Versuch bestand aus zwei Reihen, von denen die eine durch Azetonierung 
aktiviertes Serum und: die andere, die ersterer zum Vergleich diente, nicht azetoniertes 
Serum hatte. Die weitere Ausfiihrung der Untersuchung war fiir beide Reihen gemeinsam. 

Je 20 ccm mit Wasser ums 4-fache verdiinnten, genuinen resp. mit Azeton* behandel- 
ten Menschenserums wurden mit 20 ccm 8%iger Nutroselésung und 50ccm einer Puffer- 
lésung von verschiedenen pH-Werten versetzt und 5 Tage lang bei 37°C bebriitet. Nach 
Ablauf der Frist wurden siimtliche Proben mit 50 com Gerbsiiurelésung enteiweisst und die 
Filtrate wie iiblich analysiert. 


Tabelle XX. 


Vergleich der Azetonwirkung auf die verschiedenen Serumproteasen. 
a , Gesamt-N = 284,68 mg. 
Bei nicht azetonierten Proben{ Kontroll-N = 4,90 mg. 


: ‘ { Gesamt-N =289,17 mg. 
Bei aztonierten Proben) Kontroll-N = 2,55 mg. 





| nicht azetonierte 


























F | Puffermischung Wsken | azetonierte Proben 

Sr M/5 H der H der 

B N/10 HCl: Na,H PO, : ersuchs- N ersuchs- | N 

> M/10 Zitrat | M/10 mischung mischung 

| Zitronensiiure (18°C) (mg) | (21°C) (mg) 

1 10:0 1,69 1,18 1,42 1,22 
2 9:1 1,97 0,78 1,76 1,29 
3 8:2 2,92 0,23 2,83 0 
4 | 6,67: 3,33 3,89 1,57 3,77 1,33 
5 5,5 : 4,5 4,36 0,35 4,27 1,76 
6 4:6 4,69 0 4,58 0,78 
7 0: 10 5,17 0,31 4,80 0,20 
8 13,22 : 6,78 6,63 7,45 6,33 16,75 
9 17,39 : 2,61 7,17 10,00 | 7,13 | 18,08 
10 | 19,45 : 0,55 7,59 8,63 7,72 | 15,14 
11 | 19,0: 1,0 7,98 628 | 816 | 12,16 
12 50 cem H,O | 694 | 1510 | 7,20 16,67 





Wie aus der beigegebenen Tabelle ersichtlich ist, sind die pH-Werte 
der entsprechenden Proben der beiden Reihen etwas verschieden, und zwar 
sind die der Reihen des azetonierten Serums im Vergleich zu denen des 
unbehandelten im sauren Bezirke nach der stiirker sauren Seite, dagegen 
im alkalischen nach der stirker alkalischen Seite hin verschoben. Diese 
Inkongruenz der pH-Werte zwischen den entsprechenden Proben der bei- 
den Reihen, die eigentlich eine gleiche Pufferlésung erhielten, erklirt sich 
daraus, dass die stark puffernden Serumsalze, wie Karbonate und Phosphate, 
durch Dialyse bei Azetonbehandlung verloren gingen, infolgedessen azeto- 
niertes Serum ohne weiteres der Wirkung der zugesetzten Pufferlésung 


* Das Serum wurde bei Azetonbehandlung infolge der Dialyse und Verdiinnung ums 
Vierfache verdiinnt. Diesbeziigliches verg]. auch Okubo, dieses Journal 1924, 4, 427. 
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Kurve VI (=Tabelle XX). 


N 
(mg) 





Nicht 
/ azetoniert 
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unterlag. Wenn man indessen die Proben der beiden Reihen, die an- 
nihernd gleiche pH-Werte zeigen, miteinander vergleicht (Kurve VI), so 
kann man erkennen, dass in der Kuppe von pH =8,0-6,5 die azetonierten 
Proben erheblich mehr Abbauprodukte lieferten als die nicht azetonierten, 
aber ein solcher Unterschied in den zwei anderen Kuppen, die in der Nahe 
von pH =4,2-3,7 resp. pH=1,7-1,4 liegen, kaum nachweisbar ist. Da- 
raus folgt, dass die Azetonaktivierung nach Yamakawa hauptsichlich 
bei Serumtryptase erfolgreich, aber beim Pepsin und autolytischen Fer- 
ment des Serums nicht so deutlich ist. 


XIII. Einfluss der Verdiinnung auf die Wirkung des 
Serumpepsins und der -autolyse. 


Nach Okubo” wird Proteolyse infolge Serumtryptase durch Ver- 
diinnung mit destilliertem Wasser begiinstigt. Er wollte diese Erschei- 
nung aus der Zustandsiinderung der Serumkolloide erkliren. Im Folgenden 
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wird untersucht, ob dasselbe Verhiltnis auch fiir Serumpepsin gilt. 


10 ccm Menschenserum wurden ohne Substrat mit 50 ccm einer Puffermischung (N/10 
HCI: M/10 Zitrat =8 : 2) 5, 7 oder 10 Tage bei 37°C bebriitet. Die erste Reihe wurde vor 
der Bebriitung mit 50 ccm destillierten Wassers verdiinnt, wodurch die Gesamtmenge der 
Versuchsmischung 110 ccm wurde. Die zweite Reihe wurde nicht weiter verdiinnt, also 
betrug die Gesamtfliissigkeit 60 cem. Der pH-Wert der Versuchsmischung war bei der 
ersten Versuchsreihe 1,99, bei der zweiten 1,80. In diesen H-Ionenkonzentrationen findet 
bei einer Mischung, in welcher nur Serum als Eiweisskérper vorhanden ist, keine Siiure- 
hydrolyse statt, wie schon oben in einem Vorversuch gezeigt wurde. Bei der Analyse 
wurde also die Spaltprodukt-N-Menge der siimtlichen Proben durch Abzug einer Kontroll- 
zahl ermittelt. 

Tabelle XXI. 
Einfluss der Verdiinnung auf die Wirkung des Serumpepsins. 
Gesamt-N =119,79 mg. Kontroll-N=4,48 mg. 























ba | Puffermischung — a H der N (mg) 
SA lf diinnungs- | fliissigkeits-| V ersuchs- vonte 
£-2 | N/10 HCl: wasser menge | mischung Bebriitungstage 
> % | M/10 Zitrat (cem) (eem) (16°C) 5 | 7 | 10 
{ | | | 
1/ 8:2 50 | 110 1,99 179 | 224 | 4,71 
et. S48 0 | 60 1,80 1,34 | 1,93 | 3,60 





Die Menge der Abbauprodukte war in der ersten Reihe, die verdiinnt 
wurde, stets grésser als in der anderen. Also die gleiche Erscheinung 
wie bei Serumtryptase wurde auch bei Serumpepsin gefunden. Auf die 
theoretischen Fragen, warum die Verdiinnung die Wirkung des Serum- 
pepsins begiinstigt und ob dadurch das Enzym selbst aktiviert oder der 
Serumeiweisskérper leichter verdaulich gemacht wird, gehe ich hier nicht 
ein. Weiter wurde dasselbe Verhiiltnis beziiglich des autolytischen Fer- 
mentes des Serums untersucht. 

Je 10 ccm des Menschenserums wurden mit 50cem Puffermischung (N/10 HCl: M/10 
Zitrat =5,5: 4,5) versetzt. Die erste Reihe wurde mit 50ccm destillierten Wassers ver- 
diinnt, die zweite aber nicht. Weiter wurden die Proben wie im vorigen Versuche behandelt. 


Tabelle XXII. 
Einfluss der Verdiinnung auf die Wirkung des autolytischen 
Fermentes des Serums. 
Gesamt-N =116,00 mg. Kontroll-N =4,62 mg. 

















: | 
ZB g |_Puffermischung | Ver- Gesamt- | H der N (mg) 
SA | diinnungs- |fliissigkeits-| V ersuchs- 2s 
ae N/10 HCl: wasser menge | mischung Bebriitungstage 
>| M/0Zitrat | (com) | (com) | (9°) | 5 | 7 | 10 
a | 5,5 : 4,5 50 110 3,88 3,85 4,62 6,16 
2 | 55:45 0 60 3,86 3,60 | 4,11 | 6,16 
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Die verdiinnten Proben lieferten nach 5 oder 7 Tagen Bebriitung 
etwas mehr Produkt als die nicht verdiinnten Proben. Nach 10 Tagen 
Bebriitung beobachtete man diesen Unterschied nicht mehr. Also auf das 
autolytische Ferment des Serums wirkt die Verdiinnung nicht so deutlich 
begiinstigend wie auf Serumpepin. 


XIV. Resistenz des Pepsins und des autolytischen Ferments 
des Serums gegen Erhitzung. 


Die Fermente haben im allgemeinen die Eigenschaft, bei einer ge- 
wissen Temperaturhdéhe zerstért zu werden. Eine wichtige Bedingung bei 
der Bestimmung dieser sog. kritischen Temperatur ist die, dass die zu 
untersuchenden Fermente rein dargestellt sind, weil jede Beimengung von 
Salzen oder Extraktivstoffen eine Veriinderung hervorruft (Biernacki®, 
Grober™). Ferner ist bekannt, dass Substrate auf ihre spezifischen En- 
zyme eine Schutzwirkung ausiiben, z.B. wiesen das O’Sulivon und Tomp- 
son™ bei Saccharase, Biernacki®”, Vernon®, Bayliss und Star- 
ling” bei Trypsin und Moh! und Glimm® bei Amylase nach. Was 
die Serumfermente betrifft, so wurde dasselbe Verhiltnis von Okubo 
bei Serumtryptase berichtet. Bei dieser Sachlage ist die Bestimmung der 
kritischen Temperatur der Serumfermente sehr schwierig oder unméglich, 
da die Serumfermente zur Zeit noch nicht von ihren Serumbestandteilen 
isoliert werden kénnen. Yamakawa” fand bei der Untersuchung mit 
Vollserum, dass Serumtrypsin bei 60°C inaktiviert wird. Dieser Befund 
wurde spiiter von Okubo” durch systematische Untersuchung bestiitigt. 
Solange die Darstellungsmethode reiner Serumfermente noch nicht aus- 
gearbeitet ist, muss man sich mit rohem Material zufriedengeben. Des- 
halb habe ich auch in den fol- 
genden Versuchen zur Priifung Tabelle XXIII. 


der kritischen Temperatur des _Resistenz des Serumpepsins gegen Erhitzung. 
" oe Gesamt-N =287,37 mg. 
peptischen und autolytischen Kontroll-N = 6,07 mg. 


Fermentes des Serums Voll- 

















serum verwendet. Zuerst soll de - N (mg) 
. ° . A a= 
ein Versuch, der sich auf Serum- =*> | Minuten Bebriitungstage 
ee *s s aes ba on 

pepsin bezieht, angefiihrt wer- $ % - 5 | - | 10 
den. | 

Reihen yon 5 ccm Menschenserum 1 70°C 0 0,31 0,91 
wurden im Wasserbad bei 55°, 60° und : cos = va en 
70°C 30 Minuten lang erhitzt. Das 4 Zimmer- 2:43 2/49 3.23 
Serum wurde vorher durch destilliertes temperatur| 
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Wasser ums Doppelte verdiinnt, um es méglichst vor Koagulation infolge Erhitzung zu 
bewahren. Die Kontrollprobe wurde natiirlich nicht erhitzt, sondern bei Zimmertempera- 
tur belassen. Die Proben wurden dann mit 20 cem 8%iger Nutroselésung und 50 cem N/10 
HCI versetzt und 5, 7, 10 oder 14 Tage lang im Brutofen bei 37°C bebriitet. pH der Mi- 
schung betrug 1,61 bei 18°C. Eine Kontrollzahl wurde aus den gefundenen N-Mengen 
der siimtlichen Proben abgezogen. 


Aus der Tabelle ergibt sich, dass die peptische Wirkung des Serums 
durch Erhitzung immer stark beeintriichtigt wird. Durch 30 Minuten 
lange Hitze von 55°C wird das Serumpepsin schon betriichtlich abge- 
schwiicht, und bei 60°C und dariiber erhitzte Sera liefern nur eine ver- 
schwindend kleine Menge Spaltprodukte, die als Fehlergrenze betrachtet 
werden kénnen. Hinsichtlich der kritischen Temperatur des Magen- 
pepsins fand Langley® eine Breite zwischen 55° und 60°. Auch beo- 
bachtete Biernacki*® mit einem nach Kiihne gereinigten Priiparat, dass 
Magenpepsin bei 55° seine Wirksamkeit verliert. Diesen Zahlen steht 
also die von mir mit Vollserum gefundene kritische Temperatur des 
Serumpepsins sehr nahe. 

Die Untersuchung der kritischen Temperatur des autolytischen Fer- 
mentes des Serums wurde nach derselben Anordnung wie friiher ausge- 
fiihrt, mit Ausnahme der Pufferlésung, die natiirlich hier eine andere sein 
muss. 

Je 20 ccm mit destilliertem Wasser ums Doppelte verdiinnten Menschenserums wurden 
im Wasserbad bei 55°, 60° und 70°C 30 Minuten lang erhitzt. Die Kontrollprobe wurde 
bei Zimmertemperatur belassen. 50ccem der Puftermischung, die aus N/10 HCl: M/10 
Zitrat =5,5:4,5 bestand, verliehen den siimtlichen Proben einen Wasserstoffexponenten 
von 3,83 (17°C). Die Bebriitung erfolgte 3, 5, 7 oder 10 Tage lang; darauf wurde die Analy- 
se wie iiblich ausgefiihrt. 
Tabelle XXIV. 


Resistenz des autolytischen Fermentes des 
Serums gegen Erhitzung. 


Das autolytische 
Ferment des Serums 




















wurde also schon bei Gesamt-N =125,53 mg. 
55°C betriichtlich abge- Kontroll-N = 3,92 mg. 
schwiicht und bei 60° , N (mg) 

- ine a Z 30 6 
und dariiber vollstiindig Ae piles Bebriitungstage 
vernichtet. 2% bei = ; | : | om 

Aus diesen Ver- 
suchen ergibt sich, dass 1 70°C 0 0 0,56 | 0,56 
; ; iti n = 2 60°C 0,28 0,56 0,56 0,56 
sich die kritieche Tem : 55°C 0'56 056 118 113 
peratur des Pepsins und 4 | Zimmer- | 1,12 2,2 3,08 4,48 
temperatur 





autolytischen Fermentes 
des Serums von der der Serumtryptase nicht unterscheidet. 
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XV. Vorkommen der Serumproteasen bei 
verschiedenen Tieren. 


Dass ein proteatisch wirkendes Enzym im Serum verschiedener Tiere 
vorkommt, ist schon von einigen Autoren beschrieben worden. Unter 
anderen hat Okubo™ diesbeziigliche systematische Untersuchungen aus- 
gefiihrt und gezeigt, dass Meerschweinchen, Hunde, Menschen und Schwei- 
ne mit einer weitaus stirker wirkenden Serumprotease versehen sind 
als Pferde und Rinder, Da die Beobachtung Okubos, wie die der an- 
deren Autoren, nur Serumtryptase betrifft, so habe ich hier gepriift, wie 
weit die verschiedenen Arten der Serumprotease, die ich bei Menschen 
nachweisen konnte, auch bei verschiedenen Tieren beobachtet werden 
kénnen. 

Die Tiere, die fiir diese Untersuchung zur Verfiigung standen, waren Hunde, Schweine, 


Pferde und Rinder. 5ccm Serum der verschiedenen Tiere wurden mit 20cem 82%iger 
Nutroselésung und 50 ccm Pufferlésung gemischt und 5, 7, 10 oder 14 Tage lang bei 37°C 


















































bebriitet. Die weitere Behandlung erfolgte wie bei den friiheren Versuchen. 
Tabelle XXYV. 
pH-Optima der verschiedenen Proteasen des Hundeserums. 
Gesamt-N =238,15 mg. 
Kontroll-N = 5,25 mg. 
2 ___ Puffermischung » 2 Ee N (mg) _ 
i ——| 835 : 
e M/5 m Bg Bebriitungstage 
SZ N/10 HCl: Na,HPO, : "Besa —_—— 
6 M/10 Zitrat M/10 ¥ P 7 10 14 
> Zitronensiiure | (23°C) : 
1 10:0 | 164] 0 0 | 0,58 | 0,30 
2 9:1 2,08 0 0,29 | 0,29 | 0,28 
3 8:2 305 | 029 | 1,16 | 1,16 | 1,75 
4 6,67 : 3,33 3,94 | 1,28 | 293 | 292 | 4,67 
5 5,5 : 4,5 447 | 1,75 | 292 | 4,09 | 6,42 
6 4:6 4,88 0 0 0,58 | 1,75 
7 0:10 5,41 0 0 0,58 | 8,17 
8 13,22 : 6,78 6,03 15,18 | 15,18 18,68 | 25,68 
9 17,39 : 2,61 6,97 | 2,92 | 817 | 11,09 | 16,93 
10 19,45 : 0,55 | 782 | 2,33 4,67 9,34 | 13,42 
11 50 cem H,O 








Tabelle 
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XXVI. 
Peptische Wirkung des Hundeserums. 


Gesamt-N =228,36 mg. 
Kontroll-N = 2,80 mg. 







































































Puffermischung | so der N (mg) 
Versuchs- ersuchs- = 
serie Nr. ; mischung Bebriitungstage 
N/10 HCl : M/10 Zitrat | (g7o¢) ; | 7 | 
1 10: 0 1,49 0,14 | 0,35 0,28 
2 9:1 2;03 0,35 0.21 0 
3 8 : 2 2,92 0,88 1,61 1,7 
4 6,67 : 3,33 3,62 2,15 3,68 3185 
5 55: 45 419 1,47 2,10 2,10 
6 4: 6 4,68 0:70 1,05 1,23 
Tabelle XXVIII. 
pH-Optimum der Serumtryptase des Hundes. 
Gesamt-N = 287,91 mg. 
Kontroll-N = 2,91 mg. 
Puffermischung H der N (mg) 
Versuchs- ersuchs- Bebriitungstage 
serie Nr. a mischung Betas 
M/5 Na,HPO, : M/10 Zitronensiure (18°C) 3 5 
1 12,09 : 7,91 6,16 1,17 4,96 
2 1322 : 6,78 6,23 2,33 5,84 
3 1545 : 4,55 6,89 0,58 4,09 
4 1739 =: 261 7,08 0,29 4.96 
Tabelle XXVIII. 
pH-Optimum der Serumereptase des Hundes. 
/ Gesamt-N =150,71 mg. 
Kontrol]-N =21,48 mg. 
Puffermischung en N (mg) 
Versuchs- ersuchs- +: 
serie Nr. M/10 . M/s. N/10 | mischung|__ Bebriitungstage 
Zitronensiure " Na,HPO, ° NaOH (19°C) 3 | 5 
1 2,61 : 17,39 7,14 6,18 6,28 
2 055: 10,20 
3 
4 
5 
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Tabelle XXIX. 
pH-Optima der verschiedenen Proteasen des Schweineserums. 
Gesamt-N =241,67 mg. 
Kontroll-N = 4,67 mg. 
Be Puffermischung a # e N (mg) 
eo M/5 NaHPO,: | = 2% Bebriitungst 
| Non: | Mio Nar: |G. riitungstage 
8 | M/10 Zitrat | M/10 Zitronen- | “p> & | — ; | = | - 
siure (19°C) 
1 10:0 1,58 0,46 1,46 1,86 3,32 
2 9:1 2,03 0 0,76 | 0,76 | 2,92 
3 8:2 2,78 0 0 0 2,92 
4 6,67 : 3,33 3,88 0 0 0 2,63 
5 5,5 : 4,5 4'36 0 0 0 0,87 
6 4:6 477 0 0 0 0,58 
7 0:10 5,22 0 0 0,45 1,17 
8 22 : 6,78 6,93 | 1,17 | 1,17 | 321 | 5,52 
9 17,39 : 2,61 756 | 1,17 | 1,17 | 2,92 | 4,67 
10 19,45 : 0,55 7,99 1,75 2,33 3,50 3,79 
1 50 cem H,O | 7,30 | 3,21 | 5,84 | 8,75 | 10,67 
Tabelle XXX. 
Peptische Wirkung des Schweineserums. 
Gesamt-N =255,68 mg. 
Kontroll-N = 3,50 mg. 
| + 
| Puffermischung pH der N (mg) rae 
Versuchs- | Versuchs- Bebriitungstage 
serie Nr. | " mischung ie eee sa _—— 
| N/10 HCl : M/10 Zitrat 27°C) 5 | - | 10 
1 10 : 0 1,49 1,75 | 2,86 3,36 
2 9:1 1,94 140 | 2,45 2,80 
3 8 : 2 3,04 140 | 210 2,80 
4 667 : 3,33 3,62 035 | 1,40 1,75 
5 Ob : 45 423 | O | 0,70 1,05 
6 4: 6 475 | O | 085 | 0,35 
Tabelle XXXI. 
pH-Optimum der Serumtryptase des Schweines. 
Gesamt-N =295,61 mg. 
Kontroll-N = 2,92 mg. 
Puffermischung pu inn N (mg) 
Versuchs- ersuchs- we 
serie Nr. : M/10 = M/5 :N/10 NaOH mischung Bebriitungstage 
Zitronensiiure “ Na,H PO, ° (19°C) | 3 | 5 
1 2,61 17,39 7,02 058 | 1,46 
2 0,55 19,45 7,66 0,58 2,92 
3 190 : 1,0 8,13 2,45 
4 180 : 20 8,49 1,46 | 1,46 
5 17,0 3,0 8,92 1,75 1.75 
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Tabelle XXXII. 
pH-Optimum der Serumereptase des Schweines. 
Gesamt-N =193,20 rag. 

Kontroll-N =22,02 mg. 

















Puffermischung H der | N (mg) 
Versuchs- | as | Versuchs- Bebriitu ‘ 
serie Nr.|  M/10—.  M/5_ wg aout | mischung nestag 
| Zitronensiiure ‘ Na,H PO, | (asec) | 3 | 5 
1 261 : 17,39 7,02 11,28 16,11 
2 0,55 : 19,45 7,63 13,96 16,11 
3 | 190 =: 1,0 8,25 11,92 | 14,50 
4 | 130 : 20 8/71 9°77 12,89 
7 170 : 30 | 916 8,59 9313 





Tabelle XX-XITI. 

pH-Optima der verschiedenen Proteasen des Rinderserums. 
Gesamt-N =235,17 mg. 
Kontroll-N = 4,66 mg. 

































































k Puffermischung » 2 oF N (mg) 
ae = —| 838 = 
ze N/10 HCl: M/5 Na,HPOQ,: | & ae Bebriitungstage 
35 M/10 Zitrat M/10 Zitronen- | “> ¢ | =a 
> . siiure aseq | 5 | ri. | 14 
1 10:0 1,56 0,01 2,11 2,34 3,51 
2 9:1 1,96 | 088 | 1,45 | 1,54 | 2,04 
3 8:2 2,92 0 059 | 1,17 | 1,17 
4 | 667 : 3,33 381 | 0,59 | 059 | 1,76 | 1,76 
5 5,5 : 4,5 4,30 0,59 1,17 2,11 2,34 
6 4:6 4,78 0 0 0 0 
7 0:10 5,3 0 0 | 059 | 0,59 
8 13,22 : 6,78 6,89 0,59 0,59 0,59 0,59 
9 17,39 : 2,61 7,52 0 1,17 2,34 2,92 
10 19,45 : 0,55 7,36 | 117 | 117 | 1,17 | 1,76 
1 50 ccm H,O | 757 | 117 | 2,34 | 2,92 | 5,26 
Tabelle XXXIV. 
Peptische Wirkung des Rinderserums. 
Gesamt-N =245,17 mg. 
Kontroll-N = 3,50 mg. 
Puffermischung H der : N (mg) 
Versuchs- ersuchs- ss 
serie Nr. ‘ mischung Bebriitungetage 
N/10 HCl : M/10 Zitrat (27°C) 5 | - | 10 
1 10 : 0 1,49 0,70 0,70 1,05 
2 9:1 2,11 0,35 0,35 0,74 
3 Ee 3,00 0 0,52 1,47 
4 6,67 3,33 3,93 1,40 1,75 2,80 
5 | 55: 4,5 4,41 0 0,70 0,74 
6 4: 6 4:70 0 0,52 0,35 
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Tabelle XXXY. 
pH-Optimum der Serumtryptase des Rindes. 
Gesamt-N = 294,21 mg. 
Kontroll-N = 1,75 mg. 












































f is Puffermischung pi o_ | N (mg) 
ersuchs- ersuchs- ve 
serie Nr. M/1O M/S. 9 Narr | mischung | Bebriitungstage 
Zitronensiure “ Na,HPO, * - (16°C) 3 | 5 
1 261 : 17,39 | 735 | 9g | 233 
2 0,55 : 19,45 7,77 2,70 2,92 
: eee ee oe ee 
’ : “y ‘ = —" 
5 17,0 =: 30 | gi3e 175 | 292 
Tabelle XXXVI. 
pH-Optimum der Serumereptase des Rindes. 
Gesamt-N = 156,21 mg. 
Kontroll-N =21,48 mg. 
Puffermischung H der N (mg) 
Versuchs- aa iiiininitens 
serie Nr. M/10 =. M/S 10 NaOH | Mischung ee 
Zitronensiiure ‘ Na,N PO, * ~ _— (19°C) 3 | 5 
1 | 261 : 17,39 | 7,13 3,49 4,20 
e. | 055 =: 19,45 | 7,80 2,95 5,10 
3 Ci 190 : 1,0 | 832 161 5,10 
= oa me : | 8,70 2,68 3,76 
5 | 17,0 : 3,0 | 9,02 2,68 2,68 


Tabelle XXXVII. 
pH-Optima der verschiedenen Proteasen des Pferdeserums. 
Gesamt-N =266,19 mg. 
Kontroll-N = 5,84 mg. 






































as Puffermischung gdE CN (mg) . 
2's _ | M/10 NaHPO,: | 3 29 Bebriitungstage 
2.2 | N/10 HC: : 5.2 Rh Poa 
© § | M/10 Zitrat M/10 Zitronen- a | 
> siure Bs 5 | 7 | 10 | 14 
(20 C) 
1 10: 0 1,59 | 0,58 | 058 | 0,88 | 0,88 
2 9:1 | 2,03 0 0,58 0,58 0,88 
3 s.s | 294 | 0,58 0 117 | 2,22 
4 6,67 : 3,33 | 379 0,88 0 | 1,75 2,33 
5 5: 4,5 | 433 | 1,54 | 1,75 | 2,28 | 3, 
6 4:6 | | 481 | 0,58 0 0,56 | 1,75 
7 0:10 | | 5,35 0 0 | 066 | 1,17 
8 | 13,22:6,78 | 6,43 | 0 0 | 0,56 2,33 
9 17,39: 2,61 | 7,25 | 0 0,56 | 0,56 | 233 
10 | 1945: 055 | 791 |—o5s | 17 | 175 | 233 
| 50 ccm H,O | 7,81 0 117 | 1,75 | 4,96 
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Tabelle XXXVIITI. 
Peptische Wirkung des Pferdeserums. 
Gesamt-N = 265,49 mg. 
Kontroll-N = 3,68 mg. 













































































Puffermischung H der N (mg) a 
Versuchs- ersuchs- e ; 
serie Nr. : mischung Bebriitungstage i 
1 10 : 0 1,52 0,35 | 0,35 | 0,17 
2 9:1 1,98 070 | 1,05 | 1,44 
3 8:2 3,12 0,88 | 1,28 1,75 
4 6,67 3,33 3,71 0,8 1,23 1,58 
5 5,5 4,5 4,30 0,52 | 0,52 | 0,95 
6 4: 6 480 | oO | O | 021 
Tabelle XXXIX. 
pH-Optimum der Serumtryptase des Pferdes. 
Gesamt-N =280,79 mg. 
Kontroll-N = 5,84 mg. 
Puffermischung H der N (mg) 
Versuchs- ersuchs- ase 
serie Nr. ee mischung |__Bebriitungstage — 
Zitronensiure * Na,H PO, ° N/l0 NeOH 
abe (26°C) 3 | 5 
1 6,78 : 13,22 6,39 0,87 | 1,13 
2 455: 15,45 6,82 0,58 | 1197 
3 2,61 : 17,39 7,15 0,64 1,69 
4 055 : 19,45 7,72 | 0,58 1,69 
5 190 =: 1,0 8,2 0,58 1,69 
6 18,0 2,0 8,51 0,58 1,41 
7 17,0 3,0 8,97 0,58 1,41 
Tabelle XL. 
pH-Optimum der Serumereptase des Pferdes. 
Gesamt-N =163,01 mg. 
, Kontroll-N =28,19 mg. 
es ae Fuienkig : a der N (mg) = 
Versuchs- ersuchs- i 
serie Nr M0. MIS. eno aot | mischung |_ _ Bebriitungstage — 
Zitronensiure “ Na,HPO, * ’ errors ‘ 
(27°C) 3 | 5 
we | 
1 6,78 : 18,22 | 6,35 | 7,89 | 12,4 
2 455 : 15,45 | 6,82 27 | 15,33 
3 261 : 17,38 | 715 | 1827 | 15,22 
4 0,55 : 19,45 7,66 | 10,99 | 17,69 
5 190 : 1,0 | 813 | 987 | 12,96 
6 180 : 20 | 837 | 7,86 | 11,82 
7 170 : 30 885 | 731 | 817 
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Es ergibt sich aus den Versuchen, dass die Sera von verschiedenen 
Tieren auch mit verschiedenen Arten der Protease behaftet sind. Aber 
bei Seren von Pferden und Hunden gelang es mir nicht, peptisch wirk- 
endes Enzym nachzuweisen. Auch fehlte bei Schweineseren autolytisches 
Ferment. Serumtryptase kam bei allen beobachteten Tieren zum Vor- 
schein, wenn sie auch, worauf schon Okubo hinwies, bei Pferden und 
Rindern viel schwiicher ist als bei Hunden und Schweinen. Allerdings 
waren die beobachteten Tiersera an Zahl recht gering, sodass es noch ver- 
friiht wiire, daraus eine allgemeine Regel abzuleiten. 


XVI. Zusammenfassung. 


In dieser Arbeit wurde versucht, durch Bestimmung der pH-Optima 
unter Verwendung verschiedener Puffermischungen, verschiedene Arten 
der im Serum vorkommenden Protease festzustellen. Zuerst wurde durch 
sorgfiltige Vorpriifungen die Brauchbarkeit der pH-Serienmethode fir 
diesen Zweck genau gepriift. Die Ergebnisse der Hauptversuche lassen 
sich dahin zusammenfassen. 

1. Im Menschenserum sind drei Arten der Protease nachzuweisen, 
die sich grundsitzlich durch ihr pH-Optimum unterscheiden. Das Serum- 
pepsin wirkt optimal bei pH=1,5-1,9, das autolytische Ferment des 
Serums bei pH =3,9-4,4 und die Serumtryptase bei pH =6,9-8,4. 

2. Das peptische und tryptische Enzym des Menschenserums weist 
iibrigens die bekannte Eigenschaft auf, wodurch sein Prototyp sich 
charakterisiert: die Pepsinverdauung der Eiweisskérper findet mit der 
Bildung der Peptone ihren Abschluss, wihrend Trypsin genuine Proteine 
weiter bis zu den Aminosiuren zerlegt. 

3. Menschenserum ist ausserdem noch mit einer peptonspaltenden 
Wirkung behaftet. Man darf aber daraus nicht das Vorkommen einer 
isolierten Serumereptase folgern, denn sie kann in ihrer Wirkungsweise 
und optimalen H-Ionenkonzentration von Tryptase iiberhaupt nicht diffe- 
renziert werden. 

4, Gegen Hitzewirkung sind das peptische und autolytische Enzym 
des Menschenserums ebenso stark empfindlich wie die Serumtryptase. 
Nach 30 Minuten langer Erhitzung bei 55°C werden sie schon betriicht- 
lich abgeschwiicht, bei 60°C fast vollstindig vernichtet. 

5. Durch Verdiinnung mit Wasser wird die peptische Wirkung des 
Serums deutlich beférdert, ihnlich wie bei Serumtryptase. Diese Er- 
scheinung wird aber bei autolytischem Ferment nicht merklich her- 
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vorgebracht. 

6. Die durch Yamakawa bekannte Azetonaktivierung der Serum- 
protease ist nur bei Serumtryptase besonders stark ausgepriigt. Bei pep- 
tischem und autolytischem Enzym des Serums ist sie nicht so deutlich 
nachweisbar. 

7. Die beim Menschenserum beobachteten drei Arten der Protease 
werden auch bei den Seren der verschiedenen Tiere, wenn auch mit einigen 
Schwankungen, in weitem Umfange nachgewiesen. 
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